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Abkürzungsverzeichnis 
  Beschleunigung 
A Absorption 
ABC-Transporter „ATP-binding cassette“ Transporter 
ADP Adenosindiphosphat 
AMP Adenosinmonophosphat 
ANP Atriales natriuretisches Peptid 
ATP Adenosintriphosphat 
BCA Bicinchinonsäure („Bicinchinonic Acid“) 
BNP „Brain natriuretic peptide“ 
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BSA „Bovine Serum Albumin“ (Rinderserumalbumin) 
cAMP Zyklisches 3´, 5´-Adenosin-Monophosphat 
CCD „Charge-coupled Device“ 
CFTR „Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator“ 
cGMP Zyklisches 3´, 5´-Guanosin-Monophosphat 
CNP C-Typ natriuretisches Peptid 
DJS Dubin-Johnson Syndrom 
DLR Deutsches Zentrum für Luft- und Raumfahrt 
DMEM Dulbeccos Modifikation des Eagles Mediums 
DMEM-0,2% FRS DMEM mit 0,2% FRS 
DMEM-10% FRS DMEM mit 10% FRS 
DMEM-HEPES DMEM mit 10 mM HEPES und 0,25% BSA bei pH7,4 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DTT Dithiothreitol 
cDNA „Copy“ Desoxyribonukleinsäure 
gDNA Genomische DNA 
DNase Desoxyribonuklease 
EBD Extrazelluläre Bindungsdomäne 
ECM Extrazelluläre Matrix 
ECL „Enhanced Chemoluminescence“ 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGF „Epidermal growth factor” (epidermaler Wachstumsfaktor) 
  Frequenz der Rotation 
FACS Durchflusszytometrie (engl. Fluorescence Activated Cell Sorting) 
FAD Flavinadenindinukleotid 
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FMN Flavinmononukleotid 
FRS Foetales Rinderserum 
FU Fluoreszenzeinheit 
1F6-siRNA-sGCβ1 siRNA-sGCβ1-transfizierte nicht-metastasierende 1F6 
Melanomzellen 
g Gravitation 
µg Mikrogravitation 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase 
GC Guanylylzyklase 
GCD Guanylylzyklasendomäne 
Gl. Gleichung 
GMP Guanosinmonophosphat 
GSH Glutathion 
GTP Guanosintriphosphat 
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure 
HCl Salzsäure 
HPRT1 Hypoxanthin-phosphoribosyltransferase 1 
HPR Meerrettich-Peroxidase („Horseradish Peroxidase“) 
IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin 
IgG Immunglobulin G 
ISS Internationale Raumstation 
LTC4 Leukotrien C4 
MRP Multidrug-Resistenz Protein 
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
NaN3 Natriumazid 
NBD Nukleotid-bindende Domäne 
NHM Normale humane Melanozyten 
NO Stickstoffmonoxid 
eNOS Endotheliale NO-Synthase 
iNOS Induzierbare NO-Synthase 
nNOS Neuronale NO-Synthase 
nt Nukleotid 
P Phosphat 
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese 
PBS „Phosphate Buffered Saline“ 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PDE Phosphodiesterase 
pGC Partikuläre Guanylylzyklase 
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PI Propidiumiodid 
PHD Proteinkinasen-homologe Domäne 
PKG Proteinkinase G 
PMEA 9-(2-phosphonylmethoxyethyl) Adenin 
PSG Penicillin, Streptomycin, Glutamin 
qPCR Quantitative Polymerasekettenreaktion 
  Radius 
R Referenzgen 
RIN „RNA Integrity Number“ 
mRNA „messenger“ RNA 
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tRNA Transfer-RNA 
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RPM „Random Positioning Machine“ 
RT Reverse Transkription 
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SDS „Sodium dodecyl sulfate“ 
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siRNA „small-interferring“ RNA 
siRNA-sGCβ1 siRNA gegen die β1-Untereinheit der sGC 
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T Zielgen 
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TBS Tris-gepufferte Salzlösung („Tris-buffered saline“) 
TBST Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween20® 
TCA 12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat 
Tm Schmelztemperatur 
TMD/MSD Transmembranäre Domäne 
Tyr Tyrosinase 
UV Ultraviolett 
ω Winkelgeschwindigkeit 
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1. Einleitung 
Die Gravitation (g) ist ein auf der Erde vorhandener Umweltfaktor, an den sich 
Lebewesen im Laufe ihrer Evolution angepasst haben. Zur Orientierung entwickelten 
viele (unizelluläre) Organismen Mechanismen zur Wahrnehmung des 
Gravitationsvektors. Für Säugerzellen wurde gezeigt, dass Mikro- oder 
Hypergravitation die Genexpression und Zellfunktionen beeinflusst (Hughes-Fulford 
und Lewis 1996; Ivanova et al. 2004, 2011; Ulbrich et al. 2011, Thiel et al. 2012). 
Dabei werden die extrazellulären Reize über intrazelluläre Signaltransduktionsketten 
weitergeleitet und prozessiert. Der sekundäre Botenstoff zyklisches Guanosin-3´, 5´-
Monophosphat (cGMP) spielt dabei eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion und 
ist in der Physiologie humaner Melanozyten von Bedeutung. Durch ihre Fähigkeit 
mechanische Reize in biochemische Signale umzusetzen stellen Melanozyten ein 
geeignetes System dar, um die Auswirkungen von Gravitationsänderungen auf 
zellulärer Ebene zu untersuchen. Daher erfolgte die Untersuchung der Auswirkung 
von Hypergravitation auf die cGMP-Konzentration in Melanozyten und 
Melanomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential durch Ivanova et al 
(2004). Die Studie zeigte einen erhöhten hypergravitationsinduzierten cGMP-Efflux in 
normalen Melanozyten und nicht-metastasierenden Melanomzellen, nicht jedoch in 
metastasierenden Melanomzellen. Dieser erhöhte Efflux erfolgt über die hoch 
selektiven cGMP-Transporter Multidrug-Resistenz Proteine (MRP) 4 und MRP5 
(Lambers 2009). 
Im Zeitalter zunehmender bemannter Raumfahrt gewinnt die Erforschung des 
Einflusses von Mikrogravitation auf diese physiologischen Prozesse immer mehr an 
Bedeutung. Für erdgebundene Untersuchungen der Auswirkungen von 
Mikrogravitation auf zelluläre Prozesse werden Bodensimulationsanlagen (z.B. 
schnelldrehende Klinostaten) verwendet. Die hierbei gewonnen Erkenntnisse bilden 
die notwendige Basis für Experimente, die später im Weltraum durchgeführt werden 
sollen und für die bemannte Raumfahrt, sowie grundsätzlich für das Verständnis 
physiologischer Regelmechanismen, von Bedeutung sind. 
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1.1. Einfluss veränderter Gravitation auf humane Zellsysteme 
Gravitation ist ein Umweltfaktor, unter dessen Einfluss sich das Leben auf der Erde 
entwickelte. Viele Organismen haben Mechanismen entwickelt, um zu 
Orientierungszwecken Schwerkraft wahrzunehmen. Aufenthalte von Menschen in der 
Schwerelosigkeit führen zu physiologischen Veränderungen wie beispielsweise zur 
Verringerung der Knochendichte und Muskelmasse, sowie zur Schwächung des 
Immunsystems. Zum Verständnis der dafür grundlegenden Mechanismen ist die 
Untersuchung von humanen Zellsystemen unter veränderten 
Gravitationsbedingungen von Bedeutung. 
1.1.1. Hypergravitation 
Zur Untersuchung der Auswirkung von Gravitationsänderungen auf Lebewesen, 
deren Physiologie und Gravitationswahrnehmung werden Modellsysteme wie 
einzellige Lebewesen oder humane Zellen durch Zentrifugen generierter 
Hypergravitation ausgesetzt. Dabei zeigte sich, dass Hypergravitation die 
Proliferation, Morphologie und Genexpression von humanen Zellen beeinflusst. So 
verstärkt Hypergravitation die Proliferation der Zervixkarzinomzelllinie HeLa durch 
Verkürzung der G1 Phase, was mit einer erhöhten Expression des 
Transkriptionsfaktors und Protoonkogens C-myk einhergeht (Kumei et al. 1989). 
Takemura und Yoshida (2001) konnten zeigen, dass Hypergravitation die 
Reaktionsrate der DNA Polymerase α stimuliert, indem sie die Affinität der DNA 
Polymerase α für die Template-DNA erhöht. In mechanosensitiven, humanen 
Osteoblasten induziert Hypergravitation einen Anstieg der intrazellulären cAMP 
Konzentration, die mit einer erhöhten Aktivität der alkalinen Phosphatase und einer 
verstärkten Kollagen- und Osteokalzinsynthese verbunden ist (Kawashima et al. 
1998). 
1.1.2. Mikrogravitation 
Es ist bekannt, dass Schwerelosigkeit die Funktion humaner Zellen beeinflusst, was 
sich auf deren Morphologie, Genexpression, Signaltransduktion und Proliferation 
auswirken kann. Bereits 1980 zeigten Experimente auf einem schnelldrehenden 
Klinostaten, einer Bodensimulationsanlage für Mikrogravitation (µg), dass die 
Aktivierung von „peripheral Blood Lymphocytes“ durch das Mitogen Concavalin A um 
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93% inhibiert wurde (Cogoli et al. 1980). Diese Ergebnisse konnten später im 
SpaceLab 1 bestätigt werden (Cogoli et al. 1984). In humanen T Lymphozyten 
beeinflusst Mikrogravitation (Experimente mittels schnelldrehender Klinostaten und 
Parabelflüge) die Expression von Zellzyklus-Kontrollproteinen, was den Fortgang des 
Zellzyklus verlangsamt und zur im Weltraum herabgesetzten Leistungsfähigkeit des 
Immunsystems beitragen könnte (Thiel et al. 2012). 
De Groot et al. (1991) zeigten, dass Mikrogravitation Signaltransduktionsketten 
spezifisch beeinflussen kann, da in Mikrogravitation die durch den epidermalen 
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) und 12-O-Tetradecanoyl-phorbol-
13-acetat induzierte Expression der Protoonkogene C-jun und C-fos reduziert wird, 
die Expression nach Induktion über das Ionophor A23187 oder den Adenylzyklasen-
Stimulator Forskolin jedoch nicht. In in-vitro Experimenten mit Osteoblasten führt 
Mikrogravitation zu Änderungen in der Morphologie und der Expression von 
Wachstumsfaktoren und Matrixproteinen (Carmeliet und Bouillon, 1999). 
Untersuchungen von Tumorzellen in (simulierter) Mikrogravitation fanden 
mikrogravitationsinduzierte Genexpressionsänderungen (Ivanova et al. 2011; Ulbrich 
et al. 2011). In diesen Studien fanden sich keine Anzeichen von Apoptose, doch gibt 
es Berichte über verringerte Proliferationsraten der humanen 
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und malignen Gliomazellen in Mikrogravitation 
(Vassy et al. 2001; Takeda et al. 2009) oder Beobachtungen erhöhter Apoptoseraten 
in follikulären und papillären Schilddrüsenkarzinomzellen in Mikrogravitations-
experimenten auf einer „Random Positioning Machine“ (Grimm et al. 2002; Kossmehl 
et al. 2003). 
1.1.3. Anlagen für Untersuchungen in Mikrogravitation 
Der Zugang zu Experimentalanlagen für Langzeitstudien in echter Mikrogavitation 
(z.B. auf der internationalen Raumstation (ISS)) ist begrenzt und mit hohen Kosten 
verbunden und Forschungsraketen erreichen Schwerelosigkeit nur für den kurzen 
Zeitraum von 3 – 13 min (ESA „European Users Guide to Low Gravity Platforms“, 
Ausgabe 2, Kapitel 5). Daher wurden terrestrische Plattformen für Experimente in 
(simulierter) Mikrogravitation entwickelt. 
Zu diesen Plattformen zählen Parabelflüge, während der sich Phasen von 
Mikrogravitation durch freien Fall (20 s bei 0,01 g) und Hypergravitation durch das 
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Abfangen des freien Falls (20 s bei 1,5 – 1,8 g) abwechseln. Freien Fall bieten auch 
Falltürme, wobei die Mikrogravitationsphasen sehr kurz ausfallen (z.B. 9,3 s im 
ZARM Fallturm Bremen). 
Daher werden für Langzeituntersuchungen in Mikrogravitation Boden-
simulationsanlagen eingesetzt. Auf der „Random Positioning Machine“ (RPM) 
werden die Proben über computergesteuerte Drehachsen nach dem Zufallsprinzip 
dreidimensional im Raum bewegt, so dass über die Zeit eine Nullifikation des g-
Vektors eintritt. Jedoch wurde gezeigt, dass immobilisierte Zellen und Glaskügelchen 
auf einer RPM ständig positiven und negativen Beschleunigungskräften ausgesetzt 
sind (Herranz et al. 2013).  
Auf schnelldrehenden Klinostaten werden die Proben um eine zur Schwerkraft 
perpendikularen Achse rotiert, was deren Sedimentation unterbindet. Diese 
Bodensimulationsanlage wurde bisher vor allem für Mikrogravitationsuntersuchungen 
von Bakterien- und Zellsuspensionen eingesetzt, wobei die Zellen stationäre, 
gleichförmige Kreisbahnen im „freien Raum“ beschreiben (Herranz et al. 2013). 
Durch zahlreiche Studien ist belegt, dass Experimente auf schnelldrehenden 
Klinostaten mit verschiedenen biologischen Modellsystemen zu ähnlichen 
Ergebnissen führen wie Experimente in echter Mikrogravitation (Hemmersbach et al. 
2006, Brungs et al. 2011, Thiel et al. 2012), weshalb der Terminus „simulierte 
Mikrogravitation“ eingeführt wurde (Herranz et al. 2013). Auf Grund der hochwertigen 
Simulation der Mikrogravitation bei gleichzeitiger Ausübung geringer Scherkräfte auf 
die zu untersuchenden Zellen wurde ein schnelldrehender Klinostat als 
Bodensimulationsanlage für die Experimente der vorliegenden Arbeit gewählt. 
1.2. Guanylylzyklase-cGMP-Signaltransduktion 
Die intrazelluläre Transduktion von (extrazellulären) Signalen erfolgt über sekundäre 
Botenstoffe wie z.B. cGMP. Dabei werden die physiologischen Effekte von cGMP 
über Effektorproteine wie Proteinkinasen (PKG) vermittelt. Zu den physiologischen 
Prozessen unter Beteiligung von cGMP zählen auf kardiovaskulärer Ebene die 
Vasodilatation (Diamond 1978; Axelsson et al. 1979) und die Hemmung der 
Thrombozytenaggregation (Mellion et al. 1981, Gerzer et al. 1989, Menshikov et al. 
1993). In Niere und Dünndarm ist cGMP an der Natrium- und Wasserresorption 
beteiligt (Flynn et al. 1983). Weiter vermittelt cGMP in der Retina des Auges die 
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Weiterleitung von Lichtreizen (Yau und Nakatani, 1985) und ist auf neuronaler Ebene 
maßgeblich in der synaptischen Weiterleitung von Aktionspotentialen involviert 
(Shibuki und Okada, 1991). 
Die cGMP-Synthese erfolgt in einem enzymatischen Prozess unter Katalyse durch 
die Enzymfamilie der Guanylylzyklasen (GC). In diesem Prozess erfolgt die 
Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in cGMP und Pyrophosphat. Die 
Guanylylzyklasen werden in die membrangebundenen Isoformen (pGC), sowie die 
im Zytosol gelöste Isoform (sGC), unterteilt. Während die Aktivierung der pGCs über 
natriuretische Peptide erfolgt, wird die sGC über Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert. 
Das Gleichgewicht der intrazellulären cGMP-Konzentration resultiert aus einem 
Zusammenspiel von cGMP-Synthese durch pGC und sGC, dem cGMP-Abbau über 
Phosphodiesterasen (PDE) und dem Transport in den extrazellulären Raum (Beavo 
et al. 2002). 
1.2.1. Guanylylzyklasen 
Guanylylzyklasen katalysieren die Synthese von cGMP aus GTP. Die in der 
vorliegenden Arbeit untersuchten Mitglieder dieser Enzymfamilie sind die 
membrangebundenen Formen GC-A und GC-B, sowie die zytosolische sGC. Diese 
GCs werden in den folgenden Abschnitten ausführlich behandelt.  
1.2.1.1. Membrangebundene Guanylylzyklasen 
Von den partikulären Guanylylzyklasen wurden bisher die Isoformen GC-A bis GC-G 
beschrieben. Bei GC- A handelt es sich um einen Rezeptor für das atriale (ANP) und 
das „brain natriuretic peptide“ (BNP), wohingegen GC-B das C-Typ natriuretische 
Peptid (CNP) bindet. Als Liganden von GC-C wurden hitzestabile Enterotoxine von E. 
coli, sowie die endogenen Homologe Guanylin, Uroguanylin und Lymphoguanylin 
identifiziert (Kuhn 2003). Die Liganden von GC-D bis GC-G sind nicht bekannt. 
GC-A, GC-B und GC-G wurden in verschiedenen Geweben nachgewiesen, 
wohingegen GC-C bis GC-F gewebespezifisch, besonders in sensorischen 
Geweben, exprimiert werden. Dabei wurde eine starke mRNA-Expression von GC-A 
in der Niere, Nebenniere und in Fettgewebe gefunden, sowie geringere 
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Expressionslevel im Ileum und der Plazenta (Lowe et al. 1989). Die GC-B mRNA 
wurde vor allem in Hirn, Lunge und Niere nachgewiesen (Schulz et al. 1989). 
Die pGC-Isoformen sind einheitlich aufgebaut und bestehen aus einer extrazellulären 
Bindungsdomäne, einer kurzen, transmembranen Region und einer intrazellulären 
Domäne, zusammengesetzt aus einer Proteinkinase-homologen Domäne und einer 
katalytischen Guanylylzyklasendomäne (Kuhn 2003). Die Aktivierung der pGC erfolgt 
über die Bindung des Liganden an die extrazelluläre Bindungsdomäne. Zwei 
Monomere dieser Bindungsdomäne binden ein ANP-Molekül und bilden einen 2:1 
Komplex (van den Akker et al. 2000, Ogawa et al. 2004). Die Bindung von ANP an 
die extrazelluläre Bindungsdomäne führt zu einer Verwindung in der quartären 
Struktur dieses Dimers, welche die beiden juxtramembranären Domänen in 
entgegengesetzte Richtungen bewegt. Es wird spekuliert, dass über diese 
Verwindung die transmembranäre Signaltransduktion vermittelt wird, indem die 
beiden intrazellulären Domänen in ihre aktive Konformation überführt werden und so 
die cGMP-Synthese ermöglicht wird (Ogawa et al. 2004, 2009; Misono et al. 2005). 
Die intrazelluläre Domäne besteht aus der Proteinkinase-homologen Domäne und 
der Guanylylzyklasendomäne. Es wird vermutet, dass die Proteinkinase-homologe 
Domäne eine Bindungsstelle für ATP darstellt, das ein positiver allosterischer Faktor 
für GC-A ist und die Aktivierung der GC unterstützt (Kurose et al. 1987, Chinkers et 
al. 1991). Jedoch konnte dieser Effekt von ATP nicht von anderen bestätigt werden 
(Antos et al. 2005). Robinson und Potter stellten 2012 ein neues Aktivierungsmodel 
für GC-A und GC-B vor, nach dem ATP konstitutiv an eine allosterische 
Bindungsstelle der Guanylylzyklasendomäne bindet (Abb. 1-1). Die Bindung von 
natriuretischen Peptiden an die extrazelluläre Bindungsdomäne führt dann zu einer 
Annäherung der katalytischen Domänen, was die Geschwindigkeit des Enzyms 
durch Bildung einer einzigen aktiven Bindungsstelle erhöht. Gleichzeitig wird dadurch 
der Effekt der allosterischen ATP-Bindung an die Guanylylzyklasendomäne 
vermittelt, was eine erhöhte Affinität für GTP induziert und die Michaelis Konstante 
reduziert (Robinson und Potter 2012). 
Außerdem könnte die Proteinkinase-homologe Domäne zur Assoziierung mit dem 
Heat Shock Protein 90 beitragen (Kumar et al. 2001). Die Proteinkinase-homologe 
Domäne ist an mehreren Stellen phosphoryliert und die Desensibilisierung von Zellen 
in Langzeitkultur mit ANP geht einher mit der Dephosphorylierung dieser Domäne 
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(Potter und Garbers 1992; Potter und Hunter 1998; Schroter et al. 2010). Die C-
terminale Guanylylzyklasendomäne katalysiert die cGMP-Bildung aus GTP. Ihr 
Aufbau ist homolog zur katalytischen Domäne der sGC. 
 
Abbildung 1-1: Schematische Darstellung des „alten“ und „neuen“ Aktivierungsmodells von 
GC-A und GC-B. EBD = Extrazelluläre Bindungsdomäne, PHD = Proteinkinase-homologe 
Domäne, GCD = Guanylylzyklasendomäne (Robinson und Potter 2012). 
1.2.1.2. Zytosolische Guanylylzyklase 
Bei der sGC handelt es sich um ein zytosolisches, heterodimeres Hämprotein 
(Gerzer et al. 1981), das aus α- und β-Untereinheiten besteht und von vielen 
Säugerzellen, darunter besonders Lungen- und Hirngewebe, exprimiert wird. Von 
den Untereinheiten konnten jeweils zwei Isotypen (α1, α2, β1 und β2) nachgewiesen 
werden (Kaminski et al. 1986, Harteneck et al. 1991, Matsuoka et al. 1995, 
Russwurm et al. 1998). In einer Studie zur mRNA-Expression der sGC in 
verschiedenen humanen Geweben zeigten Budworth et al. (1999), dass die α- und β-
Isoformen nicht uniform exprimiert werden. Die β1-Isoform wird besonders stark in 
Geweben exprimiert, die beide α-Isoformen exprimieren. Dabei wurde in den 
analysierten Hirnarealen, der Hirnanhangdrüse und der Plazenta die β1-Untereinheit 
stärker exprimiert als die α1-Untereinheit. Dagegen wurde in Herz, Prostata und 
Einleitung 
11 
 
Dünndarm eine stärkere Expression von α1 als von β1 gefunden. Hohe 
Expressionslevel der α2-Isoform wurden nur in Hirn, Plazenta, Milz und Uterus 
nachgewiesen. Eine Expression der β2-Isoform konnte im Menschen bisher nur in 
Magenkarzinomzellen gezeigt werden (Behrends und Vehse 2000). 
Nakane et al. (1990) zeigten, dass für die enzymatische Aktivität der sGC sowohl die 
α1- als auch die β1-Untereinheit vorhanden sein müssen. Obgleich funktionelle sGC-
Heteromere aus α1/β1- und α2/β1-Kombinationen bestehen können, gilt Erstere als 
die in Säugetiergeweben universal vorkommende Form der sGC (Gupta et al. 1997). 
Dabei zeigt der α1/β1-Heterodimer eine im Vergleich zum α2/β1-Heterodimer deutlich 
höhere basale und durch NO stimulierbare Aktivität (Budworth et al. 1999). 
Die sGC-Untereinheiten unterteilen sich nach Andreopoulos und Papapetropoulos 
(2000) in die katalytische C-terminale Domäne, die zentrale Dimerisationsdomäne 
und die Häm-bindende N-terminale Domäne (Abb. 1-2). In der C-terminalen Domäne 
wird die Umsetzung von GTP in cGMP katalysiert. Sie ist die am weitesten 
konservierte Region und zeigt große Homologien zwischen den vier Untereinheiten, 
den pGCs und der Adenylatzyklase, die ähnliche Reaktionen katalysiert (Chinkers 
und Garbers 1989; Thorpe und Garbers 1989). 
 
Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der heterodimeren sGC mit den α- und β-
Untereinheiten. Die Häm-Gruppe in der N-terminalen Domäne dient als Bindungsstelle für NO. Die 
C-terminale katalytische Domäne katalysiert die Synthese von cGMP aus GTP. PPI=Diphosphat 
(modifiziert nach Hobbs 1997). 
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Die Dimerisationsdomäne verbindet die C-terminale Domäne mit der N-terminalen 
Domäne (Wilson und Chinkers 1995). Zur Bildung einer funktionellen, katalytisch 
aktiven sGC ist die Dimerisierung einer α- mit einer β-Untereinheit unabdingbar. 
Innerhalb der N-terminalen Domäne liegt eine prosthetische Häm-Gruppe (Gerzer et 
al. 1981), in der vier Stickstoffatome um ein zentrales Eisenatom angeordnet sind. 
Dieses Eisenatom kann in oxidierter (Fe3+) oder in reduzierter Form (Fe2+) vorliegen 
und ist durch eine axiale Bindung mit der Aminosäure Histidin (His) verbunden 
(Stone und Marletta 1994). An das Fe2+ der Häm-Gruppe bindet NO und bildet eine 
6-fach koordinierte intermediäre Form, in welcher das Eisenatom sowohl das NO als 
auch His bindet. Diese Übergangsform geht in eine 5-fach koordinierte Form über, in 
der das His dissoziiert (Abb. 1-3). In der Folge erhöht sich die Aktivität der sGC um 
das 400-Fache (Stone und Marletta 1996). 
 
Abbildung 1-3: Aktivierung der sGC über die Bindung von NO an das Fe
2+
 der Häm-Gruppe 
(Cary et al. 2005). 
1.2.2. NO-Biosynthese über NO-Synthasen 
Wie in Abb 1-3 dargestellt, ist zur Aktivierung der sGC eine Bindung von NO an das 
Fe2+ der Häm-Gruppe erforderlich (Abschnitt. 1.2.1.2.). Dabei katalysieren NO-
Synthasen (NOS) die Biosynthese von NO über den Umbau von L-Arginin zu L-
Citrullin. Es sind drei Isotypen der NOS-Enzymfamilie bekannt. Diese umfasst die 
beiden konstitutiv exprimierten Isotypen endotheliale und neuronale NOS (eNOS und 
nNOS), sowie die induzierbare NOS (iNOS) (Knowles et al. 1989, Mayer et al. 1989, 
Knowles und Moncada 1994, Marletta 1994). Allerdings konnte gezeigt werden, dass 
die Expression von eNOS und nNOS in Skelettmuskulatur über Östrogen induziert 
werden kann (Weiner et al. 1994). Die mRNA-Expression von eNOS kann in 
endothelialen Rinderaortazellen darüber hinaus durch Scherkräfte induziert werden 
(Nishida et al. 1992). Es konnte außerdem nachgewiesen werden, dass iNOS in 
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geringem Maße auch konstitutiv exprimiert wird (Guo et al. 1995, Park et al. 1996, 
Hoffmann et al. 1997, Perner et al. 2002). 
Die NOS-Familie wird in Ca2+- und calmodulinabhängige und –unabhängige Isotypen 
unterteilt. Während es sich bei eNOS und nNOS um Ca2+-calmodulinabhängige 
Enzyme handelt, wird die Transkription des iNOS-Gens bei entzündlichen Prozessen 
oder Immunreaktionen, beispielsweise über Zytokine, induziert (Knowles und 
Moncada 1994). Dabei verläuft die NO-Produktion über iNOS langsamer, aber 
andauernder und auf höherem Niveau als bei eNOS und nNOS (Fleming 2010). 
Alle NOS-Isotypen stellen Homodimere dar, die über C-terminale Reduktase- und N-
terminale Oxygenasedomänen verfügen (Alderton et al. 2001). Durch cDNA-
Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass die NOS-Isotypen jeweils zwei 
Bindungsstellen für Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und 
Flavinadenindinukleotid (FAD) und jeweils eine für Flavinmononukleotid (FMN) und 
Calmodulin aufweisen (Knowles und Moncada 1994). Die NO-Synthese erfolgt in 
Gegenwart von Sauerstoff und des Elektronendonors NADPH und über die Bildung 
des Zwischenprodukts N-hydroxy-L-Arginin. Die FAD und FNM in der 
Reduktasedomäne leiten die Elektronen des NADPH zur Häm-Gruppe der 
Oxygenasedomäne weiter. Dort wird schließlich die Bildung von NO und L-Citrullin 
aus L-Arginin katalysiert (Alderton et al. 2001, Förstermann und Li 2010). 
1.2.3. cGMP-spezifische Phosphodiesterase 
Das zyklische Nukleotid cGMP ist als sekundärer Botenstoff in mannigfaltige 
physiologische Prozesse involviert. Daher ist die Regulierung der intrazellulären 
cGMP-Konzentration über ein Gleichgewicht aus Synthese und Degradation 
notwendig. Die Degradation zyklischer Nukleotide erfolgt über Phosphodiesterasen 
(PDE), die in 11 Familien (PDE1-11) unterteilt werden, welche im Regelfall aus 
mehreren PDE-Isoformen bestehen. Sie werden von 21 Genen codiert, von denen 
einige unterschiedliche Promoter besitzen (Bender und Beavo 2006, Francis et al. 
2011). Zusätzlich sind zahlreiche alternative mRNA-Splicingvarianten bekannt, die zu 
der großen Vielfalt an PDE-Genprodukten beitragen (Omori und Kotera 2007). Alle 
PDEs bilden Homodimere und verfügen über eine hochkonservierte C-terminale 
katalytische Domäne, eine Scharnierregion und eine variable N-terminale 
regulatorische Domäne (Conti et al. 1991). Über die C-terminale katalytische 
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Domäne wird die 3´-Phosphoester-Bindung der zyklischen Nukleotide aufgespalten 
und ein 5´-Monophosphat erzeugt. Für diese katalytische Aktivität scheint die 
Bindung von Magnesium- und Zinkionen an entsprechende Bindungsstellen des C-
Terminus notwendig zu sein (Francis et al. 2011). 
Die PDE-Familien werden nach Aminosäuresequenzen, regulatorischen 
Eigenschaften, sowie katalytischen Charakteristika unterteilt. Es gibt PDEs, die 
sowohl cGMP als auch zyklisches Adenosin-3´, 5´-monophosphat (cAMP) binden 
und hydrolysieren (PDE1, 2, 3, 10 und 11), sowie cAMP-spezifische (PDE4, 7, 8) und 
cGMP-spezifische PDEs (PDE5, 6, 9) (Bender und Beavo 2006). In den letzten 
Jahren stand vor allem die cGMP-spezifische PDE5A im Mittelpunkt zahlreicher 
Studien, da sie an der Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur beteiligt ist und das 
Zielmolekül für den Wirkstoff Sildenafil (Viagra®) darstellt, der zur Behandlung der 
erektilen Dysfunktion und pulmonaler Hypertonie eingesetzt wird. Die zytosolische 
PDE5A wurde zuerst in Thrombozyten (Coquil et al. 1980) und später der Lunge 
(Francis et al. 1980) identifiziert, isoliert und als cGMP-spezifisch charakterisiert. Die 
strukturelle Basis für die cGMP-Spezifität der PDE5A stellen zwei homologe GAF-
Domänen (GAF-A, GAF-B, cGMP-spezifische Phosphodiesterase) dar, wobei die 
cGMP-Bindung nur an der GAF-A Domäne erfolgt (Zoraghi et al. 2005). Die Bindung 
von cGMP an die GAF-A Domäne erhöht die enzymatische Aktivität um das 9- bis 
11-fache, wohingegen eine Blockade dieser Bindungsstelle die Enzymaktivität 
inhibiert (Bender und Beavo 2006). Die vermutlich durch die cGMP-abhängige 
Proteinkinase erfolgende Phosphorylierung eines Serins stabilisiert die Bindung des 
cGMP (Corbin et al. 2000; Francis et al. 2002). 
Neben Sildenafil sind eine Reihe weiterer Wirkstoffe bekannt, die selektiv PDE5A 
hemmen oder PDEs nicht-selektiv inhibieren und so die cGMP-
Signaltransduktionskette beeinflussen. Beispiele für nicht-selektive PDE-Inhibitoren 
sind Coffein, Theophyllin und 3-Isobutyl-1-methyl-xanthin (IBMX). Bei den selektiven 
PDE5-Inhibitoren wie Sildenafil, Verdenafil und Tadalafil handelt es sich um cGMP-
Strukturanaloga, welche an die C-terminale katalytische cGMP-Bindungsstelle der 
PDE binden und für cGMP somit einen Konkurrenzinhibitor darstellen. Die Bindung 
dieser Inhibitoren an die katalytische Bindungsstelle bewirkt eine verringerte 
Hydrolysierungsrate von cGMP, was zu einem Anstieg der intrazellulären cGMP-
Konzentration führt, welche z.B. die Vasodilatation über die glatten 
Gefäßmuskelzellen bewirkt. 
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1.2.4. cGMP-abhängige Proteinkinase G 
Viele physiologische Effekte von cGMP werden über die cGMP-abhängigen 
Proteinkinasen (PKG) vermittelt, die der Familie der Serin/Threonin Kinasen 
angehören. Im Genom von Säugerzellen sind zwei PKG-Gene vorhanden, welche 
die PKGI und PKGII Isoformen codieren (Orstavik et al. 1996; Tamura et al. 1996). 
Die Enzyme werden bereits von mikromolaren und submikromolaren cGMP-
Konzentrationen aktiviert (Gamm et al. 1995; Hofmann 2005). Die zytosolische PKGI 
wird besonders stark in glatter Muskulatur, Thrombozyten, Hirngewebe und der 
Lunge exprimiert (Kuo 1975; Francis et al. 1988; Walter 1989; Gamm et al. 1995). 
Durch alternatives Splicing am N-Terminus erstehen die beiden PKGIα und PKGIβ 
Isozyme (Tamura et al. 1996). Bei der PKGII handelt es sich um ein 
membrangebundes Enzym, das besonders in Gehirn, Dünndarmmukosa, Niere, 
Nebennierenrinde, Chondrozyten und der Lunge exprimiert wird (el-Husseini et al. 
1995; Lehmann et al. 1997; de Vente et al. 2001, Werner et al. 2004). Dabei scheint 
die PKGI mehr in die NO-sGC-cGMP-Signaltransduktionskette involviert zu sein, 
während die PKGII mehr an der pGC-cGMP-Signaltransduktionskette beteiligt ist 
(Lucas et al. 2000). 
Die PKG-Isoformen sind aus einer N-terminalen Domäne, einer regulatorischen 
Domäne, sowie einer katalytischen Domäne aufgebaut (Pfeifer et al. 1999; Francis et 
al. 1999). Die regulatorische Domäne enthält zwei cGMP Bindungsstellen. Die 
PKGIα weist eine Bindungsstelle hoher cGMP-Affinität und eine Bindungsstelle 
niedriger cGMP-Affinität auf, wohingegen PKGIβ und PKGII Bindungsstellen 
niedriger cGMP-Affinität aufweisen (Pfeifer et al. 1999; Lucas et al. 2000). Eine 
Bindung von cGMP an beide Bindungsstellen induziert eine Änderung der 
Sekundärstruktur der Proteinkinase (Landgraf et al. 1990). Dies führt zur Freigabe 
des katalytischen Zentrums durch die N-terminale autoinhibitorische 
Pseudosubstratbindungsstelle und erlaubt die Phosphorylierung der 
Autophosphorylierungsstelle am N-Terminus, sowie der Serin- und Threoninreste der 
Zielproteine. Durch die Bindung von cGMP steigt die Phosphotransferasenaktivität 
um das 3- bis 10-fache (Hofmann 2005; Francis et al. 2010). Die katalytische 
Domäne besteht aus der Bindungsstelle für Mg2+-Adenosintriphosphat (ATP) und der 
Peptidbindungsstelle für die Zielproteine. Bei der Phosphorylierung wird das 
gebundene ATP auf das Zielprotein übertragen und dieses somit aktiviert oder 
inaktiviert (Hofmann 2005). Ein bekanntes Zielprotein der PKGI ist beispielsweise der 
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Thromboxan A2-Rezeptor, während der „Cystic Fibrosis Transmembrane 
Conductance Regulator“ (CFTR) ein Zielprotein der PKGII darstellt. Die 
Phosphorylierung des Thromboxan A2-Rezeptors durch die PKGI führt zu dessen 
Hemmung und in der Folge zu einer Inhibierung der Thrombozytenaggregation 
(Wang et al. 1998). In Epithelzellen des Dünndarms wird der CFTR durch die 
Phosphorylierung über die PKGII aktiviert und stimuliert die Sekretion von Cl--Ionen 
und Wasser (Vaandrager et al. 1997). 
1.2.5. „ATP-binding cassette“ (ABC)- Transporter und 
Chemoresistenz 
Bei den „ATP-binding cassette“ (ABC) Transportern handelt es sich um eine 
Superfamilie von membrangebundenen Proteinen, die unter ATP-Hydrolyse eine 
Vielzahl exogener und endogener Substanzen gegen den Konzentrationsgradienten 
durch die Zellmembran transportieren. Die humanen ABC-Transporter werden in 
sieben Subfamilien unterteilt, deren größte die „C“-Subfamilie (ABCC) ist. Neun 
Mitglieder der ABCC-Subfamilie, die sogenannten Multidrug-Resistenz Proteine 1-9, 
exportieren Chemotherapeutika oder deren Metaboliten aus malignen Zellen, 
weshalb sie mit der Chemoresistenz von Tumorzellen in Verbindung gebracht 
werden. Einige MRPs sind außerdem an der Wirkstoffverteilung und der Eliminierung 
von Arzneimittelmetaboliten in normalen Geweben beteiligt, sowie als Transporter 
von zyklischen Nukleotiden (z.B. cGMP) bekannt. Für die vorliegende Arbeit waren 
die beiden hoch-selektiven cGMP-Transporter MRP4 und MRP5 von Bedeutung. 
1.2.5.1. Multidrug-Resistenz Proteine 
Die 48 humanen ABC-Gene werden basierend auf Sequenzhomologien in sieben 
Subfamilien von ABCA bis ABCG unterteilt. Dabei zählen neun der vierzehn 
Mitglieder der ABCC-Subfamilie zu den Multidrug-Resistenz Proteinen (MRPs) (Dean 
und Allikmets 2001). Von den neun MRPs weisen vier (MRP4, 5, 8 und 9) eine 
typische ABC-Struktur bestehend aus zwei transmembranären Domänen 
(TMD1/TMD2) und zwei Nukleotidbindungsdomänen (NBD1/NBD2) auf und werden 
daher als „kurze“ MRPs bezeichnet. Dagegen verfügen die „langen“ MRPs (MRP1, 2, 
3, 6 und 7) über eine zusätzliche transmembranäre Domäne (TMD0) am N-Terminus 
(Abb. 1-4) (Deeley et al. 2006). Die TMD1 und TMD2, welche jeweils sechs 
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transmembranäre α-Helices enthalten, bilden den „Transportweg“ für Substrate durch 
die Zellmembran, während NBD1 und NBD2 ein Dimer bilden und die 
Nukleotidbindungsstellen beinhalten. Neuere Studien weisen auf eine mögliche 
Interaktion von TMD0 mit TMD1/TMD2 hin, die eine Rolle in der Substraterkennung 
spielen könnte (Higgins und Linton 2004; Rosenberg et al. 2010). Während die TMDs 
auf Grund der Substratspezifität zwischen den ABC-Subfamilien keine hohen 
Homologien aufweisen, sind die NBDs in der ABC-Superfamilie hoch konserviert 
(Stefkova et al. 2004). Sie enthalten charakteristische Motive (z.B. Walker A und 
Walker B, Signatur-Motiv) und binden ATP, durch dessen Hydrolyse der Ligand 
gegen den Konzentrationsgradienten durch die Zellmembran transportiert wird 
(Linton 2007). Der Transportmechanismus, über den ABC-Transporter gebundene 
Liganden durch die Zellmembran befördern, ist noch nicht völlig geklärt. Basierend 
auf Strukturdaten wurde jedoch von Linton (2007) ein „ATP-Switch“ Modell 
vorgeschlagen. Dieses Modell geht davon aus, dass die Bindung eines Liganden an 
die TMDs eine Erhöhung der ATP-Bindungsaffinität der NBDs bewirkt. Nach der 
Bindung von ATP gehen die NBDs von einem geöffneten in einen geschlossenen 
Zustand über, wodurch eine Konformationsänderung der TMDs erfolgt und der 
gebundene Ligand freigegeben wird. Die Hydrolyse des ATP zu ADP bewirkt eine 
weitere Konformationsänderung der TMDs und NMDs. Nach der Entlassung des 
ADP wird die Ursprungskonformation des ABC-Transporters mit geöffneten NMDs 
wieder hergestellt und der Transporter kann über die erneute Bindung eines 
Liganden wieder aktiviert werden (Linton 2007). 
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Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der „kurzen“ und „langen“ MRPs. 
TMD = Transmembrane Domäne, NBD = Nukleotid-Bindungsdomäne 
(modifiziert nach Fukuda und Schuetz 2012). 
MRP4 und MRP5 als Transporter zyklischer Nukleotide 
MRP4 wurde zuerst als Transporter des Nukleosidmonophosphats 9-(2-
phosphonylmethoxyethyl) Adenin (PMEA) identifiziert, einem häufig in der HIV-
Therapie verwendeten Virustatikum (Schuetz et al. 1999). Die erste funktionelle 
Charakterisierung von MRP5 erfolgte zunächst als Transporter von Nukleotidanaloga 
(Wijnholds et al. 2000). Sowohl MRP4 als auch MRP5 werden ubiquitär exprimiert, 
wobei die Expression von MRP4 in der Prostata ein substantiell höheres Level 
erreicht (Russel et al. 2008), während MRP5 verstärkt in quergestreifter Muskulatur, 
Herz, Hirngewebe und der Cornea exprimiert wird (McAleer et al.1999; Dazert et al. 
2003; Calatozzolo et al. 2005; Karla et al. 2009). Von Wijnholds et al. (2000) 
generierten MRP5 überexprimierende Zellen, welche durch verstärkte Resistenzen 
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gegen die Zytostatika 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin, sowie den antiviralen 
Wirkstoff PMEA charakterisiert waren. Diese Wirkstoffe können auch von MRP4 
exportiert werden (Schuetz et al. 1999; Chen et al. 2001). Der Transport des 
Zytostatikums Methotrexat durch MRP4 und MRP5 steht in Verbindung mit der 
Bildung von Resistenzen bei der Behandlung von Leukämien und 
Mammakarzinomen (Chen et al. 2002, van Aubel et al. 2002, Wielinga et al. 2005). 
Zu den Substraten von MRP5 zählt außerdem das Zytostatikum 5-Fluorouracil, das 
zur Therapie des Kolonkarzinoms verwendet wird (Pratt et al. 2005). 
Für die vorliegende Arbeit sind MRP4 und MRP5 von Interesse, da sie bekannte 
Transporter zyklischer Nukleotide (z.B. cAMP und cGMP) darstellen (Deeley et al. 
2006). In einem Expressionsprofil konnten Ivanova et al. (2008) über 
semiquantitative PCR die Expression von MRP4 und MRP5 in Melanozyten und 
Melanomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential nachweisen. Diese 
Ergebnisse stimmen mit einem Genexpressionsprofil von ABC-Transportern in 
Melanozyten und Melanomzellen mit unterschiedlichen Metastasierungspotential von 
Heimerl et al. (2007) überein. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die durch 
Langzeitzentrifugation (24 h bis zu 5 g) induzierte Erhöhung des cGMP-Efflux in 
Melanozyten und nicht-metastasierenden Melanomzellen mit einer erhöhten 
Expression von MRP4 und MRP5 einhergeht (Ivanova et al. 2004; Lambers 2009). 
1.3. Humane melanozytäre Zellen 
Bei Melanozyten handelt es sich um Melanin produzierende Zellen, die in der 
Epidermis der Haut, aber auch in der Iris und der Lederhaut des Auges, sowie in der 
Schleimhaut vorkommen. Dabei sind epidermale Melanozyten in-vivo ständig sich 
ändernden mechanischen Reizen ausgesetzt, die z.B. durch Muskelkontraktionen, 
Wachstumsprozessen, Reibung und Druck verursacht werden. Diese 
Mechanostimulation wird von Melanozyten in biochemische Signale umgesetzt und 
als solche weitergeleitet (Bernd et al. 1992; Ivanova et al. 2004). 
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1.3.1. Epidermale Melanozyten 
Die Haut ist das größte Organ des Menschen und erfüllt eine Vielzahl wichtiger 
Funktionen, wie den Schutz vor Flüssigkeitsverlust, Wärmeverlust, Strahlung, 
Verletzung und Pathogenen. Außerdem dient sie der Weiterleitung von Sinnesreizen. 
Die Haut ist aus drei Schichten aufgebaut: Der Epidermis, der Dermis und der 
Subkutis. Bei der Epidermis handelt es sich um die äußerste Schicht der Haut und 
damit um die erste Barriere zwischen dem Körper und der Umwelt. Sie hat 
üblicherweise eine Dicke von 0,03 mm bis 0,05 mm und besteht ihrerseits aus der 
Hornschicht, der Körnerzellenschicht, der Stachelzellschicht und der Basalschicht. In 
der Basalschicht sind die Melanozyten verankert, die 8% - 10% der epidermalen 
Zellen ausmachen und Melanin synthetisieren. Dieses Pigment kommt in der Haut, 
den Haaren und den Augen vor und dient dem Schutz vor schädlicher ultravioletter 
(UV) Strahlung (Tran et al. 2009). Die Produktion von Melanin (Melanogenese) wird 
durch UV-B-Strahlung induziert, wobei zunächst die Tyrosinase, ein Schlüsselenzym 
der Melanogenese, verstärkt exprimiert wird (Suzuki et al. 2002). In einem ersten 
Schritt katalysiert die Tyrosinase die Oxidation der Aminosäure Tyrosin zu L-
Dihydroxyphenylalanin und in einem zweiten Schritt dessen Oxidation zu 
Dopachinon. Weitere Transformationsschritte führen schließlich zur Bildung des 
Pigments Melanin (Kondo und Hearing 2011). Die Melanogenese erfolgt in den 
Melanosomen, die über Aktin- und Tubulin-Motorproteine des Zytoskeletts in die 
Dendriten der Melanozyten transportiert werden (Lambert et al. 1999). Dort werden 
die Melanosomen über ein „Shedding Vehicle System“ in Form von Pigmentglobuli, 
die jeweils mehrere Melanosomen enthalten, in den extrazellulären Raum 
abgegeben und von den umgebenden Keratinozyten über Phagozytose 
aufgenommen (Ando et al. 2012). Dieser Vorgang führt zu einer verstärkten 
Pigmentierung der Haut. Dabei ist die Hautfarbe abhängig von der Aktivität, jedoch 
nicht der Anzahl der Melanozyten, der Art des Melanins, sowie der Anzahl und Größe 
der gebildeten Melanosomen (Brenner und Hearing 2008).  
Die Melanozyten der Säugetiere sind in der Lage zwei verschiedene Formen von 
Melanin zu synthetisieren. Das braune bis schwarze Eumelanin und das gelbe bis 
rotbräunliche Pheomelanin werden in unterschiedlicher Menge in Melanozyten 
produziert, wobei eine dunklere Hautfarbe mit einer höheren Konzentration des 
Eumelanin korreliert (Abdel-Malek et al. 2008). Das Eumelanin ist ein polymorpher, 
stickstoffhaltiger Biopolymer, der über kovalente Bindungen eng mit Proteinen 
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assoziieren kann. Über seine Semichinongruppen fungiert Eumelanin als 
Redoxpigment, das Sauerstoffradikale und andere chemische Redoxsysteme sowohl 
oxidieren als auch reduzieren kann (Slominski et al. 2004). Auf diesen anti-oxidativen 
Eigenschaften beruht auch die photoprotektive Wirkung von Eumelanin (Abdel-Malek 
et al. 2008). Das Pheomelanin besteht aus einem Benzothiazin-Rückgrat und ist 
photolabil. Die Photolyse von Pheomelanin führt zur Bildung von Superoxiden, 
Hydroxylradikalen und Wasserstoffperoxid, welche oxidativen Stress erzeugen und 
DNA-Schäden verursachen können (Slominski et al. 2004; Abdel-Malek et al. 2008). 
Im Immunsystem der Haut spielen Melanozyten ebenfalls eine wichtige Rolle. Sie 
sind in der Lage Zytokine und NO zu produzieren, die an der Immunantwort der Haut 
beteiligt sind. Darüber hinaus können Melanozyten exogene Antigene phagozytieren 
und diese über eine Phagosomen-Melanosomen Interaktion degradieren. Nicht 
zuletzt zählen Melanozyten zu den antigenpräsentierenden Zellen und können 
Antigene über den Melanosomtransport an benachbarte Zellen weiterleiten (Le Poole 
et al. 1993; Das et al. 2001). 
1.3.2. Melanomzellen 
Durch UV-Strahlung hervorgerufene DNA-Schäden treten häufig als Thymin-Dimere 
auf, deren Reparatur über Nukleotidexzision erfolgt, bei welcher der betroffene DNA-
Abschnitt auf einer Länge von 25-30 Basenpaaren entfernt wird und nach dessen 
Neusynthese die Ligation folgt. Scheitert die Reparatur kann die Apoptose eingeleitet 
werden, über welche die irreparabel beschädigte Zelle gezielt entfernt wird. 
Melanozyten mit irreparablen DNA-Schäden können bei einem Ausbleiben der 
Apoptose entarten und so zur Bildung eines Melanoms führen. 
Neben dem Melanom, auch bekannt als schwarzer Hautkrebs, kann es in der Haut 
auch zur Entstehung anderer Krebserkrankungen kommen, zu denen das 
Basalzellkarzinom und das Plattenepithelkarzinom gehören. Während es sich bei 
dem Basalzellkarzinom um einen bösartigen, aber nicht metastasierenden, Tumor 
handelt, kann das Plattenepithelkarzinom in Lymphknoten metastasieren. Jedoch ist 
das maligne Melanom die letalste Hautkrebsform und für 90% der Sterblichkeit bei 
Hautkrebserkrankungen verantwortlich. Darüber hinaus steigt die Inzidenz des 
malignen Melanoms jedes Jahr um 3% - 7% und übertrifft damit jede andere 
Krebserkrankung (Garbe und Leiter 2009). 
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Der bedeutendste externe Risikofaktor für die Entstehung des malignen Melanoms 
ist die UV-Strahlungsexposition beispielsweise in der Sonne oder einem Solarium. 
Hier sind es vor allem Sonnenbrände während der Kindheit und auch im 
Erwachsenenalter, die das Risiko vergrößern. Dabei sind Personen mit heller Haut 
gefährdeter als Personen mit dunklerer Haut und dunklem Haar, da Erstere weniger 
Eumelanin produzieren. Melanome können zudem auch im familiären Kontext 
gehäuft auftreten. Hier führen vererbte Mutationen des Tumorsupressorgens 
CDKN2A und der Cyklin-abhängigen Kinase 4 zu einem hohen Risiko für die 
Entstehung eines malignen Melanoms (Bressac-de-Paillerets et al. 2002; Fargnoli et 
al. 2010).  
Maligne Melanome bilden sich in 75% aller Fälle aus transformierten Melanozyten 
oder in etwa 25% der Fälle aus bereits existierenden Nävi. Die entarteten 
Melanozyten wachsen in der ersten Phase radial. Im Übergang zur vertikalen 
Wachstumsphase erlangen die Melanomzellen die Fähigkeit zur Invasion und stellen 
eine Verbindung zu Blut- und Lymphgefäßen her (Miller und Mihm 2006). Über diese 
erfolgt in der letzten Phase die Metastasierung in Lymphknoten und Organe wie 
beispielsweise Lunge, Leber und Gehirn (Tran et al. 2009). Zur frühen 
Metastasierung kommt die Expression einer großen Anzahl von zellulären 
Transportproteinen, welche zur Resistenz von Melanomzellen gegen viele 
Chemotherapeutika beitragen und die Therapie erschweren. Zu diesen Transportern 
zählen die im Abschnitt 1.2.5.1. näher beschriebenen MRPs. Die mittlere 
Überlebenszeit von Patienten mit metastasierenden Melanomen beträgt etwa sechs 
bis zehn Monate (Bertolotto 2013). 
Die Entstehung des malignen Melanoms wurde nicht vollständig geklärt. In einer 
frühen Phase der Entstehung kommt es jedoch häufig zu einer aktivierenden 
Mutation des BRAF-Gens, welche zu einer initialen Proliferation führt. Dabei ist 
BRAFV600E die häufigste Mutation und kommt in etwa 60% aller Melanome vor. Die 
Expression dieses onkogenen BRAF hemmt zusätzlich die Expression der cGMP-
spezifischen PDE5A, was zu einer erhöhten intrazellulären cGMP-Konzentration 
führt, welche wiederum eine verstärkte Invasion von Melanomzellen induziert 
(Arozarena et al. 2011). Nach der initialen Proliferation kommt es häufig zu einer 
Phase der Seneszenz. Weitere Mutationen in Genen der Proliferations-, Seneszenz- 
und Apoptosekaskaden führen zu einer Aufhebung der Seneszenz und zur 
Wiederaufnahme der Proliferation. In der vertikalen Wachstumsphase des malignen 
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Melanoms verlieren die Melanomzellen epitheliale Merkmale und erlangen 
mesenchymale Charakteristika. Damit einhergehen der Verlust von Zell-Zell und Zell-
extrazellulären Matrix (ECM) Interaktionen (z.B. durch die reduzierte Expression von 
E-cadherin), sowie die Erlangung der Fähigkeit zur Migration, was den 
Melanomzellen die Metastasierung in andere Gewebe erlaubt (Bertolotto 2013). 
Einen prognostischen Faktor für maligne Melanome stellt die konstitutive Expression 
der iNOS dar, welche mit der Patientensterblichkeit korreliert (Ekmekcioglu et al. 
2000). Die selektive Inhibierung der iNOS führt in-vivo zu einem verringerten 
Tumorwachstum in immundefizienten Mäusen, denen humane maligne 
Melanomzellen injiziert wurden (Sikora et al. 2010). 
1.3.3. Signaltransduktion unter Beteiligung von zyklischem 3‘, 5‘-
Guanosin-monophosphat (cGMP) 
Die Bestrahlung von Melanozyten mit UV-B Strahlung induziert in-vitro eine 
verstärkte Melanogenese. Darüber hinaus führt die Bestrahlung mit UV-B Licht zu 
einer Erhöhung der intrazellulären cGMP-Konzentration (Roméro-Graillet et al. 
1996). Aus den Befunden, dass eine Inhibition von NOS, sGC oder PKG die UV-B 
induzierte, vermehrte Melanogenese ausschaltet, schlossen sie, dass erhöhte 
Melanogenese durch UV-B Bestrahlung über die NO-sGC-cGMP-PKG-
Signaltransduktionskette erfolgt (Abb. 1-5). 
Ivanova et al. (1997) konnten nachweisen, dass die NO-sGC-cGMP-
Signaltransduktionskette an der Perturbation der Interaktion von humanen 
melanozytären Zellen mit Komponenten der ECM beteiligt ist. Sie konnten zeigen, 
dass die Stimulation von normalen humanen Melanozyten (NHM), sowie 
pigmentierten und nicht-pigmentierten Melanomzellen mit NO-Donoren eine 
konzentrationsabhängige Deadhäsion von der ECM-Komponente Fibronektin 
induziert. Der deadhäsive Effekt des NO-Donors 3-Morpholino-sydnonimin korrelierte 
mit dem Melaningehalt der Zellen und pigmentierte Melanomzellen waren sensitiver 
als nicht-pigmentierte Melanomzellen oder normale Melanozyten. Die Expression der 
eNOS und nNOS konnte auf Proteinebene in allen untersuchten Zelllinien (NHMs, 
M14 und Mel57) nachgewiesen werden. Auf Grund dieser Ergebnisse vermuteten 
Ivanova et al. (1997), dass die vermehrte in-vivo NO-Produktion während infektiöser 
oder inflammatorischer Prozesse möglicherweise zum Verlust von Melanozyten (z.B. 
in Vitiligo) führen, indem sie die de-novo Adhäsion von Melanozyten an die ECM 
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reduziert. Weitere Studien zeigten eine zeit-, konzentrations-, und teilweise cGMP-
Abhängigkeit der NO-induzierten Deadhäsion von NHMs und nicht-lesionalen 
Melanozyten von Vitiligo-Patienten von der ECM nach der Stimulation mit NO-
Donoren (Ivanova et al. 2005). Die Inhibition der Kaspase, einem zentralen Enzym 
der Apoptose, führte zu einer verringerten Ablösung der Zellen, was für eine wichtige 
Rolle der Apoptose in den NO-induzierten Deadhäsionsprozessen spricht. Darüber 
hinaus induzierte die Inkubation mit einem Membran-permeablen cGMP-Analogon 
keine Apoptose, womit Ivanova et al (2005) zeigten, dass die NO-induzierte 
Deadhäsion der Melanozyten über Apoptose von cGMP unabhängig ist. Die NO-
induzierte, nicht jedoch die Apoptose-induzierte, Deadhäsion der Melanozyten von 
der ECM konnte durch sGC- und PKG-Inhibitoren teilweise aufgehoben werden 
(Ivanova et al. 2005). 
Alle von Ivanova et al. (2001) untersuchten metastasierenden Melanomzelllinien 
(BLM, Mel57, M14, 1F6m und MV3) verfügen über keine funktionelle, enzymatisch 
aktive sGC, da sie die sGCβ1-Untereinheit nicht exprimieren. Die Stimulation von 
NHMs und nicht-metastasierenden Melanomzellen mittels NO-Donoren führte zu 
einer starken Erhöhung der intrazellulären cGMP-Konzentration, welche durch die 
Gabe von Inhibitoren der sGC vollständig unterbunden werden konnte. Dagegen 
führte die Stimulation der pGCs über natriuretische Peptide in metastasierenden 
Melanomzellen zu höheren intrazellulären cGMP-Konzentrationen als in nicht-
metastasierenden Melanomzellen oder NHMs, was für eine erhöhte Aktivität der 
pGCs in metastasierenden Melanomzelllinien spricht. Die cGMP-Synthese erfolgt in 
NHMs und nicht-metastasierenden Melanomzellen vorwiegend über die NO-sensitive 
sGC, wohingegen metastasierende Melanomzellen cGMP über die pGC bilden. 
Darüber hinaus vermuten Ivanova et al. (2001), dass das Fehlen einer funktionellen 
sGC bei gleichzeitiger Expression der pGC mit dem Metastasierungspotential von 
Melanomzellen korreliert. Diese Vermutung wird von einer Studie unterstützt, die im 
Mausmodell zeigte, dass die Abwesenheit von GC-A vor Lungen-, Ovarien- und 
Hautkrebs schützt und die Inhibierung der Expression von GC-A mittels der RNAi-
Technologie die Tumorlast in Mäusen im Vergleich zu Kontrollen signifikant 
reduzierte (Kong et al. 2008). Eine Übersicht der melanozytären cGMP-
Signaltransduktion wird in Abb. 1-5 dargestellt. 
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Abbildung 1-5: Signaltransduktion in melanozytären Zellen über NO-sGC-cGMP bzw. XNP-GC-
A/B-cGMP. (modifiziert nach Ivanova et al. 2004). 
1.3.4. Hypergravitationseffekte auf die cGMP Signaltransduktion 
In-vivo sind epidermale Melanozyten fortwährend mechanischen Reizen wie Druck- 
und Zugkräften, Muskelkontraktionen und Wachstumsvorgängen ausgesetzt, die sie 
in biochemische Signale umsetzen und propagieren (Bernd et al. 1992; Ivanova et al. 
2004). In Hypergravitation (bis zu 5 g für 24 h) reagieren NHMs und nicht-
metastasierende Melanomzellen in der Gegenwart von PDE-Inhibitoren mit einem 
erhöhten cGMP-Efflux (Ivanova et al. 2004). Dieser erhöhte, über Hypergravitation 
induzierte, cGMP-Efflux konnte auch in NO-stimulierten humanen melanozytischen 
Zellen nachgewiesen werden (Stieber et al. 2005). Hypergravitation stimulierte 
zudem die cAMP-Synthese und Melanogenese in NHMs und nicht-metastierenden, 
jedoch nicht in metastasierenden, Melanomzellen (Ivanova et al. 2004). Diese 
Beobachtung deckt sich mit Berichten, nach denen cAMP eine Rolle bei der 
Melanogenese spielt (Park und Gilchrest 1999). Die Stimulation von NHMs und nicht-
metastasierenden Melanomzellen, nicht jedoch von metastasierenden 
Melanomzellen, durch Hypergravitation induziert eine vermehrte Expression der 
eNOS und iNOS, der hoch-selektiven cGMP-Transporter MRP4 und MRP5, sowie 
der Tyrosinase, einem Schlüsselenzym in der Melanogenese (Lambers 2009; 
Tsiockas 2012). Das Ausschalten der funktionellen sGC über die 
Expressionshemmung der sGCβ1-Untereinheit mittels RNAi-Technologie unterbindet 
die hypergravitationsinduzierte Expressionserhöhung der eNOS-sGC-cGMP-
MRP4/5-Signaltransduktionskette vollständig (Tsiockas 2012). Diese Befunde 
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unterstützen die These von Ivanova et al. (2004), dass der 
hypergravitationsinduzierte cGMP-Efflux über die NOS-sGC-MRP4/MRP5-
Signaltransduktionskette erfolgt. 
1.4. Ziele der Arbeit 
Für die vorliegende Arbeit sollten experimentelle Bedingungen für die Untersuchung 
von adhärenten Zellen in simulierter Mikrogravitation auf einem schnelldrehenden 
Klinostaten ausgearbeitet und etabliert werden. Für die Ernte der adhärenten 
Melanomzellen aus definierten Mikrogravitationsbereichen sollte eine entsprechende 
Vorrichtung entwickelt werden, um einen möglichen Schwellenwert der 
mikrogravitationsinduzierten Expressionsänderungen zu untersuchen. Zur 
Validierung des Experimentaldesigns sollte exemplarisch der Einfluss 
unterschiedlicher Mikrogravitationsbereiche auf die mRNA-Expression von GC-A 
bestimmt werden. Über Genexpressionsanalysen hinaus sollte das Design der 
Klinorotationsexperimente Untersuchungen mittels verschiedener Analysemethoden 
ermöglichen (z.B. Motilitätsuntersuchungen, Proliferationsmessungen). 
Auf Grundlage der Erkenntnisse über den Einfluss von Langzeithypergravitation auf 
die NO-sGC-cGMP-MRP4/5-Signaltransduktionskette in Melanomzellen sollte die 
Expression von Genen mit Beteiligung an diesem Signalweg in Melanomzellen unter 
simulierter Mikrogravitation untersucht werden. Wegen der besonderen Rolle der 
sGC bei den hypergravitationsvermittelten Effekten sollte besonders die Expression 
verschiedener GC-Isoformen (sGCα1/sGCβ1, GC-A, GC-B) in simulierter 
Mikrogravitation (bis zu 24 h bei ≤ 0,012 g) bestimmt werden. Untersucht werden 
sollten die nicht-metastasierende 1F6 Melanomzelllinie, welche sowohl eine 
funktionelle sGC, als auch GC-A und GC-B exprimiert, sowie die hoch-
metastasierende BLM Melanomzelllinie, der die sGCβ1-Untereinheit fehlt und die 
eine basal erhöhte pGC-Aktivität aufweist. Zur weiteren Analyse der Rolle einer 
funktionellen sGC in den mikrogravitationsinduzierten Expressionsänderungen der 
sGC-cGMP-Signaltransduktionskette sollte in den 1F6 Melanomzellen die sGCβ1-
Untereinheit mittels RNAi-Technologie ausgeschaltet werden. Darüber hinaus sollte 
die Expression weiterer Gene mit Beteiligung an der cGMP-Signaltransduktionskette 
(e/iNOS, MRP4/5, PDE5A, PKGI) gemessen werden. 
Einleitung 
27 
 
Weiterhin wurden Auswirkungen der simulierten Mikrogravitation auf physiologische 
Parameter wie die Proliferation und Motilität in hoch-metastasierenden BLM Zellen 
über Durchflusszytometrie und Wundheilungsassays analysiert. Die Morphologie der 
klinorotierten 1F6 und BLM Melanomzellen wurde lichtmikroskopisch untersucht.
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2. Material und Methoden 
2.1. Material 
2.1.1. Lösungen und Puffer 
Tabelle 2-1 zeigt eine Übersicht der für diese Arbeit verwendeten Lösungen und 
Puffer, sowie deren Zusammensetzung. Die Puffer wurden mit Aqua bidest 
angesetzt, sofern nicht anders angegeben. Das PBS wurde autoklaviert. 
Tabelle 2-1: Zusammensetzung der verwendeten Lösungen und Puffer 
5x SDS-Probenpuffer 125 mM Tris-HCl (pH 6,8), 10% SDS, 250 mM DTT, 
50% (v/v) Glycerin, 0,1% (w/v) Bromphenolblau 
Phosphate Buffered Saline 
(PBS) 
137 mM NaCl, 81 mM Na2HPO4•2H2O, 14 mM 
KH2PO4, 27 mM KCl, pH 7,4 
SDS-Elektrophoresepuffer 25 mM Tris, 192 mM Glyzin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3 
Stripping-Puffer 200 mM NaOH 
Tris-Buffered Saline (TBS) 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,3 
TBS-Tween20® (TBST) 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween20® 
Transferpuffer 25 mM Tris, 192 mM Glyzin, 15% (v/v) Isopropanol 
Tris-EDTA-Puffer 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA 
Trypsin-EDTA 0,02% (v/v) Trypsin, 0,005% (v/v) EDTA in PBS 
2.1.2. Primer und Antikörper 
Für die quantitative „real-time“ PCR wurden QuantiTect® Primer Assays und RT² 
qPCR Primer Assays der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet. Um 
unspezifische PCR-Produkte zu vermeiden sind diese Primer so entworfen, dass sie 
nur an Exon-Exon-Grenzen binden. Die Zielgene der verwendeten Primer sind in 
Tabelle 2-2 aufgeführt. 
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Tabelle 2-2: Zusammenstellung der verwendeten Primer Assays (Fa. Qiagen) für die RT-qPCR 
Zielgen Primer Assay Artikelnummer 
eNOS RT² qPCR Assay PPH01298E 
GAPDH QuantiTect® QT00079247 
GC-A QuantiTect® QT00081963 
GC-B QuantiTect® QT00013727 
HPRT1 QuantiTect® QT00053066 
iNOS RT² qPCR Assay PPH00173E 
MRP4 QuantiTect® QT00077266 
MRP5 QuantiTect® QT00049959 
PDE5A QuantiTect® QT00048167 
PKGI QuantiTect® QT00001638 
sGCα1 QuantiTect® QT01001840 
sGCβ1 QuantiTect® QT00013622 
Tyrosinase QuantiTect® QT00080815 
 
Alle verwendeten Antikörper sind vom Hersteller zur Detektion humaner Zielgene 
freigegeben und wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg) 
bezogen. Zur Detektion mit der „Enhanced Chemoluminescence“ (ECL) Methode 
sind die sekundären Antikörper mit Meerrettichperoxidase („Horseradish Peroxidase“, 
HRP) konjugiert. Die Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Antikörper zeigt 
Tabelle 2-3. 
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Tabelle 2-3: Liste der verwendeten Western Blot Antikörper (Fa. Santa Cruz Biosciences) 
Primärantikörper Spezies Klon 
B-5 
C-11 
F-6 
E-10 
G-2 
H-80 
H-79 
C4 
- 
- 
Artikelnummer 
Monoklonaler Anti-eNOS Maus sc-136977 
Monoklonaler Anti-iNOS Maus sc-7271 
Monoklonaler Anti-MRP4 Maus sc-376262 
Monoklonaler Anti-MRP5 Maus sc-376965 
Monoklonaler Anti-GC-A Maus sc-137041 
Polyklonaler Anti-GC-B Kaninchen  sc-25486 
Polyklonaler Anti-sGCβ1 Kaninchen sc-20955 
Monoklonaler Anti-β-Aktin Maus sc-47778 
   
Sekundärantikörper   
Anti-Kaninchen IgG-HRP Ziege sc-2030 
Anti-Maus IgG-HRP Ziege sc-2005 
2.1.3. Sonstige Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Kits 
In Tabelle 2-4 werden die sonstigen Verbrauchsmaterialen, Chemikalien und Kits 
unter Angabe der jeweiligen Hersteller und Bestellnummern aufgeführt. Alle nicht 
aufgeführten Materialien wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Schnelldorf, 
Deutschland) bezogen. 
Tabelle 2-4: Liste der sonstigen Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Kits 
Material Hersteller Bestellnummer 
12% Mini-PROTEAN® TGX™ 
Precast Gel 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München 
456-1044 
2-Propanol 99,8% Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe 
6752.2 
3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin 
(IBMX) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
I-5879 
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-
ethansulfonsäure (HEPES) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
H-4034 
5-Brom-2-Desoxyuridin (BrdU)-
Lösung 
Becton Dickinson, Heidelberg 550891 
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A549 Whole Cell Lysate Santa Cruz Biotechnology Inc., 
Heidelberg 
SC-2413 
Bovine Serum Albumin (BSA), 
Fraktion V 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
A-7906 
DharmaFECT 1 Transfection 
Reagent 
Abgene Ltd. (Fisher Scientific - 
Germany GmbH, Schwerte) 
430-014-5005 
Delbucco`s Modified Eagle`s 
Medium (DMEM) 
Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
T-2001-03 
DMEM ohne Glutamin, Phenolrot Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
11880028 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
D-5879 
0,2 M Ethylendiamin-Tetraacetat 
(EDTA) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
ED4SS 
Entfettetes Milchpulver AppliChem GmbH, Darmstadt A0830 
Ethanol für die Molekularbiologie  Merck KGaA, Darmstadt 1.08543.0250 
FACSClean Becton Dickinson, Heidelberg 340245 
FACSFlow Becton Dickinson, Heidelberg 342003 
FACSRinse Becton Dickinson, Heidelberg 340346 
FITC Mouse Anti-BrdU Set Becton Dickinson, Heidelberg 556028 
Foetal Bovine Serum (Foetales 
Rinderserum) südamerikanischer 
Herkunft 
Fisher Scientific - Germany 
GmbH, Schwerte 
10270106 
Glycin für die Elektrophorese Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
G8898 
Hybond ECL Nitrocellulose-
membran (Porengröße 0,45 µm) 
GE Healthcare Europe GmbH, 
München 
RPN78D 
ImmunoCruz™ Western Blotting 
Luminol Reagenz 
Santa Cruz Biotechnology Inc., 
Heidelberg 
SC-2048 
KNRK Whole Cell Lysate Santa Cruz Biotechnology Inc., 
Heidelberg 
SC-2214 
L-Glutamin (200 mM) Fisher Scientific - Germany 
GmbH, Schwerte 
25030-032 
MagicMark™ XP Western 
Protein Standard 
Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
LC5602 
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Maus IgG1 κ Isotypenkontrolle Becton Dickinson, Heidelberg 559320 
Methanol Merck KGaA, Darmstadt 1.06009.2511 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
M-3148 
Mouse Brain Extract Santa Cruz Biotechnology Inc., 
Heidelberg 
SC-2253 
Natriumazid (NaN3) Merck KGaA, Darmstadt 8.22335.0100 
Natriumborat (Na2B4O7) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
S9640 
Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA, Darmstadt 1.06404.1000 
ON-TARGET plus™ non-
targeting siRNA # 1 
Fisher Scientific - Germany 
GmbH, Schwerte 
D-0018-01-20 
ON-TARGET plus™ GUCY1B3 
(sGCβ1), J-006733-05 
Fisher Scientific - Germany 
GmbH, Schwerte 
J-006733-05-
0020 
Phosphate Buffered Saline (PBS) Merck KGaA, Darmstadt 51226 
Penicillin, Streptomycin, Glutamin 
(PSG, 100x) 
Fisher Scientific - Germany 
GmbH, Schwerte 
10378016 
Pierce® BCA Protein Assay Kit Fisher Scientific - Germany 
GmbH, Schwerte 
23227 
QuantiFast™ SYBR Green PCR 
Kit 
Qiagen GmbH, Hilden 204054 
QuantiTect® Reverse 
Transcription Kit 
Qiagen GmbH, Hilden 205311 
RNase Away Fisher Scientific - Germany 
GmbH, Schwerte 
10328-011 
RNeasy® Micro Kit Qiagen GmbH, Hilden 74034 
Salzsäure (HCl), 32%ig Merck KGaA, Darmstadt 313.2500 
Tris-EDTA Puffer (100x) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
T-9285 
Trypanblau Fisher Scientific - Germany 
GmbH, Schwerte 
15150061 
Trypsin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München 
T-0134 
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2.1.4. Zellkulturmedien und verwendete Zelllinien 
2.1.4.1. Zusammensetzung der Zellkulturmedien 
Für die Kultivierung der Melanomzellen wurde Dulbeccos modifiziertes Eagles 
Medium (DMEM) mit Phenolrot verwendet. Diesem wurde 10% (v/v) 
hitzeinaktiviertem fötalem Rinderserum (FRS), 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml 
Streptomycin und 2 mM L-Glutamin hinzugefügt (DMEM-10%FRS). Das fertige 
Zellkulturmedium wurde bei 4°C gelagert und für den maximalen Zeitraum von 14 
Tagen verwendet. 
Die Klinorotationsexperimente mit Melanomzellen wurden in mitogen- und 
phenolrotfreiem DMEM durchgeführt. Dem Medium wurden 10 mM 4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure (HEPES) und 0,25 % (w/v) 
Rinderserumalbumin (BSA) hinzugegeben und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt 
(DMEM-HEPES) (Ivanova et al. 1997). Das DMEM-HEPES wurde bei 4°C gelagert 
und maximal 14 Tage verwendet. Vor der Verwendung wurde dem Medium noch 100 
U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin und 0,1 mM IBMX 
hinzugefügt (Ivanova et al. 2004). Die Kulturflaschen wurden vollständig und 
luftblasenfrei mit dem Medium gefüllt und verschlossen. 
2.1.4.2. Verwendete Zelllinien 
Die beiden für die vorliegende Arbeit verwendeten adhärenten humanen 
Melanomzelllinien BLM und 1F6 wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. G. 
van Muijen, Universität Nijmwegen, zur Verfügung gestellt. Durch subkutane 
Inokulation von Nacktmäusen zeigten van Muijen et al. (1991) und Danen et al. 
(1993), dass die pigmentierte 1F6 Zelllinie nicht metastasiert, wohingegen die nicht 
pigmentierte BLM Zelllinie ein starkes Metastasierungspotential aufweist Während 
die 1F6 Zellen die NO-sensitive sGC und die partikulären Isoformen der 
Guanylylzyklase exprimieren, wird in den BLM Zellen die β1-Untereinheit der sGC 
nicht exprimiert und die pGCs weisen eine erhöhte Aktivität auf (Ivanova et al. 2001). 
Zur Durchführung der Experimente wurden nur Zellen der Passagen 7 oder 8 
verwendet. 
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2.2. Methoden 
2.2.1. Kultivierung, Subkultivierung und Kryokonservierung der 
Zellen 
Zur Kultivierung der für diese Arbeit verwendeten Zellen wurden nur sterile 
Verbrauchsmaterialien verwendet. Lösungen wurden vor der Nutzung entweder 
autoklaviert oder über einen Filter mit einer Porengröße von 0,22 µm steril filtriert. 
Alle Geräte und Behälter wurden vor der Verwendung mit 70% Ethanol gereinigt und, 
wenn auf Grund des Materials möglich, abgeflammt. Alle Arbeiten wurden unter 
sterilen Arbeitsbedingungen in einer Sterilwerkbank (Hera Safe, Heraeus 
Instruments, Klasse II, gemäß EN 12469/2000) vorgenommen.  
Zur Expansion wurden die Melanomzelllinien in Kulturflaschen mit einer 
Wachstumsfläche von 225 cm² (Costar 3000, VWR International, Langenfeld, 
Deutschland) kultiviert. Hierfür wurden in flüssigem Stickstoff gelagerte Zellen mit 
einer Anfangskonzentration von 1:4 einer zu ~80% konfluent bewachsenen 225 cm² 
Kulturflasche aufgetaut und ausgesät. Die hoch-metastasierenden BLM 
Melanomzellen benötigten 3 Tage Wachstum bis zu einer Konfluenz von ~80%, 
während die nicht-metastasierende 1F6 Melanomzelllinie nach einer Wachstumszeit 
von 5-6 Tagen eine Konfluenz von ~80% erreichte. Die Kultivierung der Zellen 
erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit. Das 
Kulturmedium wurde 2x wöchentlich gewechselt. 
Zur Subkultivierung wurden alle verwendeten Lösungen und Medien auf 37°C 
erwärmt und die adhärenten Zellen mit einer Trypsin-EDTA-Lösung (0,02% Trypsin, 
0,005% EDTA) enzymatisch von der Wachstumsfläche abgelöst. Zur Bestimmung 
der Zahl vitaler Zellen wurde die Zellsuspension resuspendiert, ein 0,5 ml Aliquot im 
Verhältnis 1:2 mit einer 0,25%igen Trypanblaulösung gemischt und in einer 
Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Die dem Versuchsablauf entsprechende Anzahl 
an Zellen wurde entnommen und die übrigen Zellen im Verhältnis 1:4 subkultiviert 
oder kryokonserviert. 
Experimente auf dem schnelldrehenden Klinostaten wurden mit 9 cm² 
Objektträgerflaschen (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, Deutschland) 
durchgeführt. Für Genexpressionsanalysen wurden 0,1x106 hoch-metastasierende 
BLM Melanomzellen oder 0,2x106 nicht-metastasierende 1F6 Melanomzellen in  
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ausgesät. Zur Durchführung von Experimenten mit der RNA-Interferenzmethode 
wurden 0,1x106 1F6 Zellen ausplattiert. Für Untersuchungen der Zellmotilität wurden 
0,2x106 BLM Zellen ausgesät.  
Die Inkubation der Zellen erfolgte in allen Versuchen für 24 h bei 37°C im 
Brutschrank. Dem DMEM-HEPES wurde eine finale Konzentration von 0,1 mM IBMX 
hinzugefügt und die Kulturflaschen anschließend vollständig luftblasenfrei gefüllt und 
verschlossen. Zur Regeneration wurden die Zellen vor dem Start des Experimentes 
für 2 h im Brutschrank inkubiert. 
Um expandierte Zellen für eine spätere Verwendung zu konservieren und um alle 
Versuche mit den gleichen Zellpassagen durchführen zu können, wurden diese in 
flüssigem Stickstoff bei -196°C gelagert. Hierfür wurden die enzymatisch abgelösten 
Zellen im Verhältnis 1:4 aufgeteilt und abzentrifugiert (5 min, 240 g). Nach der 
Abnahme des Überstandes wurden die Zellpellets in jeweils 1 ml FRS / 5 % 
Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und in Kryoröhrchen (VWR, Langenfeld, 
Deutschland) pipettiert. Nach einer Zwischenlagerung von 24 h bei -80°C wurden die 
Zellen in flüssigen Stickstoff überführt. 
2.2.2. Bodensimulationsanlage und Experimente unter simulierter 
Mikrogravitation 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Melanomzellen in simulierter 
Mikrogravitation untersucht. Als Bodensimulationsanlage für diese Experimente 
wurde ein schnelldrehender Klinostat (Briegleb 1992) eingesetzt. Der 
schnelldrehende Klinostat wurde von J. Hauslage zur Nutzung von 
Objektträgerflaschen modifiziert. 
2.2.2.1. Schnelldrehender Klinostat für simulierte Mikrogravitation 
Für die Experimente mit adhärenten Zellen auf einem schnelldrehenden Klinostaten 
mussten im Rahmen der vorliegenden Arbeit optimale Kultur- und 
Klinorotationsbedingungen in Objektträgerflaschen eingestellt werden. Zur Ernte von 
Zellen aus unterschiedlichen g-Bereichen zur Genexpressionsanalyse wurden 
spezielle Objektträgerhalter und entsprechende Zellschaber entwickelt. 
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2.2.2.1.1. Adaptierung des schnelldrehenden Klinostaten für 
Experimente mit adhärenten Zellen 
Der für die Experimente der vorliegenden Arbeit verwendete Klinostat verfügt über 
zwei parallele Halter für Objektträgerflaschen zur gleichzeitigen Rotation von bis zu 
sechs Zellkulturflaschen (Abb. 2-1). Da schnelldrehende Klinostaten bisher zur 
Untersuchung von Zellsuspensionen in simulierter Mikrogravitation verwendet 
wurden, mussten im Rahmen dieser Arbeit die Zellkulturbedingungen für die 
Untersuchung adhärenter Zellen in Klinostatenexperimenten eingestellt und optimiert 
werden. Die Proben wurden je nach Versuchsablauf für 6 h oder 24 h bei 60 rpm und 
37°C klinorotiert. 
 
 
Abbildung 2-1: Schnelldrehender Klinostat für Mikrogravitationsexperimente mit adhärenten 
Zellen 
In einem schnelldrehenden Klinostaten werden die Proben in der Horizontalen 
positioniert und um eine zur Schwerkraft perpendikularen Achse rotiert, was die 
Sedimentation von Partikeln verhindert (Abb. 2-2). Somit wird die gleichförmige 
Verteilung von Partikeln im Raum bei echter Mikrogravitation simuliert. 
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Abbildung 2-2: Klinostatenprinzip. In einer Suspension sedimentieren Partikel bei 1 g durch den 
Einfluss der Gravitation (A), während sich die Partikel in echter Mikrogravitation homogen im Raum 
verteilen (B). Durch die hohe Rotationsgeschwindigkeit auf einem schnelldrehenden Klinostaten 
bewegt sich der Gravitationsvektor für die Partikel mit hoher Geschwindigkeit und zwingt sie auf 
kleine Kreisbahnen, was die Sedimentation der Partikel verhindert (C) (Hemmersbach et al. 2006). 
Die Qualität der mit dem Klinostaten simulierten Mikrogravitation ist abhängig von der 
Rotationsfrequenz und dem Rotationsradius (Klaus et. al. 1998). Zur Berechnung 
dieser simulierten Mikrogravitation dient folgende Gleichung (2-1): 
                 
  
 
    Gleichung 2-1 
           
 
  = Beschleunigung [    ] 
  = Rotationsgeschwindigkeit [rpm] 
  = Radius [ ] 
  = Frequenz der Rotation [Hz] 
  = Periode [ ] 
 
Klinorotationsexperimente sind mit adhärenten Zellen wesentlich schwieriger 
durchzuführen als mit Zellsuspensionen, die sich leicht in Küvetten mit einem 
ausreichend kleinen Durchmesser klinorotieren lassen. Für adhärente Zellen ergeben 
sich Einschränkungen durch die inverse Korrelation zwischen der Zellzahl 
(Wachstumsfläche) und der Qualität der simulierten Mikrogravitation. Zudem 
induziert die geringste Bildung von Luftblasen die Abrundung und Loslösung der 
adhärenten Zellen von der Unterlage, z. B. durch Turbulenzbildung und deren 
resultierenden Scherkräften. In die Gleichung 2-1 eingesetzt ergeben sich bei 60 rpm 
folgende g-Bereiche für die untersuchten Zellen (Tab. 2-5): 
  
1 g 0 g <0,1 g
A B C
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Tabelle 2-5: Durchmesser der untersuchten Areale entlang der Rotationsachse und deren 
entsprechenden g-Bereiche bei einer Rotationsgeschwindigkeit von 60 rpm. 
Areale entlang der Rotationsachse g-Bereich 
6 mm ≤ 0,012 g 
12 mm ≤ 0,024 g 
18 mm ≤ 0,036 g 
 
2.2.2.1.2. Verwendung von Objekträgerflaschen 
Für die Klinorotation der adhärenten Melanomzelllinien wurden kommerziell 
erhältliche 9 cm² Objektträgerflaschen verwendet. Nach Abtrennung des 
Objektträgers sind die Zellen für verschiedene Untersuchungsmethoden zugänglich 
(z. B. mRNA- oder Proteinexpressionsanalysen). In der vorliegenden Arbeit wurden 
die Zellen im Bereich einer Breite von 6 mm (≤ 0,012 g), 12 mm (≤ 0,024 g) oder 18 
mm (≤ 0,036 g) entlang der Rotationsachse analysiert (Abb. 2-3). 
 
Abbildung 2-3: Bereiche mit ≤ 0,012 g, ≤ 0,024 g und ≤ 0,036 g auf 
dem Objektträger einer Objektträgerflasche  
2.2.2.1.3. Entwicklung eines Objektträgerhalters zur Ernte von 
Zellen aus unterschiedlichen Mikrogravitationsbereichen 
Zur Ernte von klinorotierten, adhärenten Melanomzellen für 
Genexpressionsanalysen musste ein spezieller Objektträgerhalter entwickelt werden 
(Eiermann et al. 2013). Dieser Objektträgerhalter sollte einerseits die präzise Ernte 
von Zellen aus genau definierten g-Bereichen sicherstellen und gleichzeitig ein 
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zügiges Verarbeiten der Proben ermöglichen. Über mehrere Prototypen wurden die 
Maße des Einschubes und die Höhe der Deckplatten optimiert, bis das finale Design 
festgelegt wurde. Das finale Objektträgerhalterdesign besteht aus einer Bodenplatte 
und zwei Deckplatten, die gewährleisten, dass nur Zellen eines Bereiches von 6 mm 
(≤ 0,012 g) oder 12 mm (≤ 0,024 g) Breite geerntet werden. Hierfür fungieren die 
Deckplatten gleichzeitig als Führungsschiene für die entsprechend passgenau 
angefertigten Zellschaber und ermöglichen das Einführen des Objektträgers ohne 
das Abschaben des Zellrasens (Abb. 2-4). Somit ist eine präzise und zügige Ernte 
der zu untersuchenden Zellen sichergestellt. Die vollständige Ablösung der Zellen 
wurde nach der Ernte lichtmikroskopisch kontrolliert. 
 
 
 
Abbildung 2-4: Objektträgerhalter zur Ernte von Zellen aus 
definierten Mikrogravitationsbereichen 
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2.2.3. Molekularbiologische Methoden 
2.2.3.1. RNA Isolation 
Zur Isolierung der RNA ≥ 200 Nukleotide aus den untersuchten Zellen wurde das 
Qiagen RNeasy® Plus Micro Kit verwendet. Das mit diesem Kit isolierte RNA-Eluat 
enthält angereicherte mRNA, da tRNAs, 5.8S rRNA und 5S rRNA von den Säulchen 
nicht gebunden werden (Handbuch „RNeasy ® Plus Mini Handbook“ der Firma 
Qiagen, Oktober 2005). Die RNA-Isolation erfolgte entsprechend den Vorgaben des 
Herstellerhandbuches. Kurz zusammengefasst wurde vor der Isolation das 
Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach der Entnahme 
des Objektträgers der Objektträgerflaschen wurden die Zellen mit dem 
Objektträgerhalter geerntet (siehe 2.2.2.1.3). Die Lysis der geernteten Zellen erfolgte 
in RLT Plus Puffer, dem zur Hemmung von RNasen β-Mercaptoethanol (1% v/v) 
hinzugefügt wurde. Dieser Puffer enthält zur besseren Bindung der RNA an die 
Silica-Membran Guanidinthiocyanat in hoher Konzentration, sowie eine 
Detergenzienmischung zur besseren Entfernung der genomischen DNA (gDNA) über 
eine gDNA-Säule. Zur Scherung der gDNA wurde das Lysat mittels einer 20-G 
Kanüle (VWR, Langenfeld, Deutschland) homogenisiert und die gDNA durch den 
Lauf über eine gDNA Säule aus dem Lysat entfernt. Das Eluat wurde 1:2 mit 
70%igem Ethanol gemischt und auf die RNA-Säule aufgetragen. Der Durchfluss 
wurde entsorgt und die RNA-Säule in mehreren Schritten gewaschen. Hierfür wurde 
der Waschpuffer RW1 zur Entfernung unspezifisch gebundener Biomoleküle wie 
Kohlenwasserstoffe, Proteine und Fettsäuren verwendet. Zur Lösung von Salzen 
wurde der Waschpuffer RPE nach Zugabe von Ethanol (80% v/v) eingesetzt. Die 
genaue Zusammensetzung der Puffer dieses Kits wird vom Hersteller nicht bekannt 
gegeben. Die RNA wurde in 14 µl RNase-freiem Wasser eluiert und bei -80°C 
gelagert. 
2.2.3.1.1. Photometrische Konzentrationsbestimmung isolierter 
RNA 
Zur Bestimmung der Nukleinsäurenkonzentration der RNA-Eluate wurde ein UV-Vis 
Spektrophotometer (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, 
Deutschland) verwendet. Über die A260 wird die RNA-Konzentration der Proben  mit 
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einer modifizierten Beer-Lambert Gleichung berechnet. Dabei wird für RNA ein 
wellenlängenabhängiger Extinktionskoeffizient von 40 ng-cm/µl angenommen 
(Nucleic Acid Booklet, Thermo Fisher Scientific, 2010). 
Die Bewertung der Reinheit der isolierten RNA erfolgte über das Verhältnis A260/A280. 
Dabei gilt ein A260/A280 Verhältnis von ~2,0 als reine RNA, wohingegen Werte unter 
1,8 auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder aromatischen Verbindungen 
hinweisen. Da das A260/A280 Verhältnis durch den pH-Wert beeinflusst wird, wurden 
die Proben vor der Messung abhängig von der Zellzahl 1:25 bis 1:35 in 10 mM Tris-
EDTA-Puffer (pH 7.5) verdünnt und das Spektrophotometer mit dem gleichen Puffer 
wie die Proben kalibriert.  
Um eine Verunreinigung der Probe mit Guanidin aus dem Qiagen RLT Plus Puffer 
auszuschließen, wurde außerdem das Verhältnis A260/A230 gemessen. Hier gilt ein 
Verhältnis von 2,0 – 2,2 als reine RNA. Ein Verhältnis unter 2,0 gilt als Indiz für die 
Verunreinigung mit Guanidin oder anderen Substanzen wie z.B. Rückstände von 
Phenol, Glykogen oder Kohlenwasserstoffen (T042-Technical Bulletin NanoDrop 
Spectrophotometers, Thermo Fisher). 
2.2.3.1.2. Bestimmung der RNA-Integrität 
Zur stichprobenartigen Überprüfung der Integrität der isolierten RNA wurden das 
Agilent RNA 6000 Nano Kit und ein  2100 BioAnalyzer® (Agilent Technologies, 
Waldbronn, Deutschland) verwendet. Die Analyse erfolgte dem Handbuch des 
Herstellers entsprechend. Vor der Untersuchung der Proben musste ein RNA Nano 
Chip mit einem Gel-Farbstoff-Mix (RNA 6000 Nano Gel Matrix und RNA Nano Dye im 
Verhältnis 65+1) beladen werden. Nach der Denaturierung (2 min bei 70°C) wurden 
der RNA Marker sowie die Proben auf die Wells des Chips aufgetragen und in einen 
Vortex-Schüttler eingelegt (1 min, 2400 rpm). Der beladene Chip wurde anschließend 
im Bioanalyzer ausgewertet. 
Der Bioanalyzer misst die Signalintensität von fluoreszenzmarkierten RNA-
Komponenten, die durch das Miniaturgel im Chip der Größe nach aufgetrennt werden 
und erstellt daraus ein Elektropherogramm. Die Fluoreszenzintensität korreliert dabei 
mit der Nukleotidanzahl, wobei die 18S ribosomale RNA (rRNA) und die 28S rRNA 
die stärksten Signale aufweisen. Für die Bewertung der RNA-Integrität wird das 
Signalprofil der Probe durch die Software analysiert und ihr eine „RNA-Integrity 
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Number“ (RIN) von 1-10 zugeordnet, wobei eine RIN von 1 höchst-degradierter RNA  
und eine RIN von 10 vollständig intakter RNA zugewiesen wird. 
2.2.3.2. Reverse Transkription 
Die reverse Transkription (RT) der isolierten RNA in „copy DNA“ (cDNA) wurde mit 
dem Qiagen QuantiTect® Reverse Transcription Kit  in einem Thermocycler (T1, 
Biometra, Göttingen, Deutschland) durchgeführt.  
Nach den Anweisungen aus dem Handbuch des Herstellers wurde 1 µg RNA zur 
Eliminierung potentieller gDNA-Kontaminationen zunächst für 2 min bei 42°C in 
gDNA Wipeout Buffer inkubiert (Ansatz I, Tab. 2-6). 
Tabelle 2-6: Zusammensetzung des Puffers zur Eliminierung der gDNA (Ansatz I) 
 Volumen/Reaktion Endkonzentration 
gDNA Wipeout Buffer 7x 2 µl 1x 
RNA Probe 5 µl 1 µg/5 µl 
RNase freies Wasser 7 µl  
Gesamt: 14 µl  
Für die Durchführung der RT wurde ein Master Mix bestehend aus reverser 
Transkriptase, Reaktionspuffer und Primern hergestellt (Tab. 2-7). Dieser wurde dem 
Ansatz I zugegeben und das Reaktionsgemisch für 15 min bei 42°C inkubiert und die 
reverse Transkriptase in einem anschließenden Schritt (3 min, 95°C) inaktiviert. In 
jeder reversen Transkription wurde eine „no-template“ Negativkontrolle durchgeführt, 
der RNase-freies Wasser statt einer RNA Probe zugegeben wurde. Die in der RT 
hergestellte cDNA wurde bei -20°C gelagert. 
Tabelle 2-7: Zusammensetzung des Master Mixes für die RT 
 Volumen/Reaktion Endkonzentration 
Quantiscript Reverse 
Transkriptase 
1 µl  
Quantiscript RT Puffer 5x 4 µl 1x 
RT Primer Mix 1 µl  
Gesamt: 6 µl  
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2.2.3.3. Quantitative „real-time“ PCR 
Zur Quantifizierung der Genexpression  auf dem mRNA-Level wird in der 
quantitativen PCR (qPCR) das amplifizierte PCR-Produkt unmittelbar nach jedem 
Zyklus gemessen. Um Quantifizierungsfehler durch Abweichungen von der optimalen 
Effizienz (E) der PCR-Reaktion (E=2) zu kompensieren, wurde mit der Roche 
RelQuant® Software eine Effizienzkorrektur durchgeführt (Gl. 2-2), siehe auch 
Handbuch „Quantifizierungsstrategien mit dem LightCycler PCR Analysesystem“ der 
Firma Roche). 
N = N0 • E
Ct Gleichung 2-2 
 
N = Anzahl der Moleküle im PCR-Zyklus n 
N0 = Ausgangsmenge der einsetzten cDNA 
E = Amplifikationseffizienz 
Ct = Zyklus, bei dem das Signal die Hintergrundfluoreszenz übersteigt 
Um alle Proben eines PCR-Laufes zu normalisieren und als konstanter 
Kalibrierungspunkt zwischen verschiedenen PCR-Läufen wurde ein Kalibrator 
eingesetzt (Technical Note No.LC 13/2001, „relative quantification“, Roche). Dabei 
handelt es sich um eine Probe, die ein konstantes Verhältnis von Ziel- und 
Referenzgen aufweist (siehe 2.2.3.3.1.). Dies ermöglicht die Detektion geringer 
Expressionsunterschiede, indem die durchgeführten Experimente mit einer relativen, 
Kalibrator-normalisierten Quantifizierung mit Effizienzkorrektor nach Gl. 2-3 analysiert 
wurden (Technical Note No. LC 13/2001, „relative quantification“, Roche). 
     
     
 
       
       
     
     
 
       
       
 
Gleichung 2-3 
 
S = Probe 
K = Kalibrator 
T = Zielgen 
R = Referenzgen 
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Zur Durchführung der qPCR wurde ein LightCycler® 1.5 von Roche und das 
QuantiFast™ SYBR Green PCR Kit der Firma Qiagen verwendet. Dieses 
Fluorochrom interkaliert während der Amplifikation in doppelsträngige DNA und die 
Fluoreszenzintensität steigt um den Faktor 100. Entsprechend führt die Vermehrung 
der DNA zu einer Steigerung der Fluoreszenzintensität, welche bei jedem Zyklus 
gemessen wird. Der Wert, ab dem die gemessene Fluoreszenz die 
Hintergrundfluoreszenz übersteigt und das ampflifizierte Produkt somit frühestens 
nachweisbar ist, wird als Ct-Wert bezeichnet. Dabei ist der Ct-Wert umgekehrt-
proportional zur Expression eines untersuchten Gens, d.h. ein Gen mit einem 
niedrigeren Ct-Wert wird stärker exprimiert als ein Gen mit höherem Ct-Wert. 
Die Ct-Werte werden von der LightCycler® Software automatisch aus dem Maximum 
der zweiten Ableitung der PCR-Kurven für jedes Ziel- und Referenzgen ermittelt. Die 
Differenz der Ct-Werte der jeweiligen Gene wird genutzt, um den ΔCt-Wert zu 
ermitteln und damit das effizienzkorrigierte, normalisierte Verhältnis zu berechnen. 
Der normalisierte Wert für den Kalibrator (siehe 2.2.3.3.1.) wird von der RelQuant® 
Software auf den Wert 1 gesetzt und das Verhältnis der untersuchten Proben zu 
diesem Wert berechnet. Die Berücksichtigung der Reaktionseffizienzen erlaubt den 
Vergleich der Daten aus verschiedenen PCR-Läufen. Die Software verwendet hierfür 
relative Standardkurven, welche die Effizienz der PCR-Läufe des Ziel- und 
Referenzgens zeigen. Die von der Software verwendeten Algorithmen werden dem 
Anwender von der Firma Roche nicht zur Verfügung gestellt. 
2.2.3.3.1. Auswahl des Kalibrators und der Referenzgene 
Die PCR-Läufe dieser Arbeit wurden alle mit einem Kalibrator aus der nicht-
metastasierenden humanen 1F6 Melanomzelllinie normalisiert. Die Zellen dieser 
Probe wurden bei 1 g in DMEM mit 10% FRS kultiviert. 
Als endogene Kontrolle dienen Referenzgene, welche konstitutiv exprimiert werden 
und nicht durch äußere Faktoren reguliert werden („Housekeeping“-Gene). Sie 
dienen der Normalisierung des Zielgens und der Korrektur von Variationen in der 
anfänglichen Probenmenge, der Proben- oder cDNA-Qualität, sowie der 
Effizienzkorrektur der cDNA-Synthese. Zudem sollten die Referenzgene ein 
ähnliches Expressionsniveau wie die Zielgene aufweisen. Für diese Arbeit wurden 
die Gene Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT1), Glycerinaldehyd-3-
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Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und Cyclophilin B getestet und HPRT1 und 
GAPDH als Referenzgene ausgewählt. 
2.2.3.3.2. Erstellung der relativen Standardkurven und der 
Koeffizienzdateien 
Zur Bestimmung der Effizienz der Amplifikation und für die relative Quantifizierung 
wurden aus Verdünnungsreihen des Kalibrators (1:1, 1:10, 1:10², 1:10³, 1:104, 1:105) 
Standardkurven für die Ziel- und Referenzgene erstellt. Die Ct-Werte wurden in 
Duplikaten bestimmt und die Qualität der Standardkurve anschließend über die 
Standardabweichungen bewertet. Dabei ist die Abhängigkeit zwischen dem PCR-
Zyklus (Ct-Wert) und der relativen Konzentration des PCR-Produktes proportional, 
sofern optimale Reaktionsbedingungen (Gleichgewicht zwischen PCR-Reagenzien 
und cDNA-Konzentration, optimale Einstellung der PCR Parameter) vorliegen. Bei 
einer Verdünnung von 1:10 ergibt das einen Unterschied von 3,3 Zyklen in den Ct-
Werten und eine Effizienz von 2, d.h. eine Verdoppelung des Amplifikats pro Zyklus. 
Aus den ermittelten Standardkurven der Ziel- und Referenzgene wurde mit der 
RelQuant-Software für jede untersuchte Kombination eine Koeffizienzdatei erstellt. 
Diese Koeffizienzdateien wurden zusammen mit den PCR-Lauf-Dateien zur relativen 
Quantifizierung in die RelQuant-Software geladen und dienten der Korrektur der 
Abweichung der PCR-Reaktionen vom Idealwert E=2. 
2.2.3.3.3. Durchführungsprotokoll der quantitativen „real-time“ 
PCR 
Die quantitative „real-time“ PCR wurde mit einem LightCycler® (Roche, Mannheim, 
Deutschland) durchgeführt. Für den qPCR-Ansatz wurden das QuantiFast SYBR 
Green PCR Kit sowie QuantiTect Primer Assays oder RT² qPCR Primer Assays (alle 
Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Die Zusammensetzung der verschiedenen 
qPCR-Ansätze wird in den Tabellen 2-8 und 2-9 aufgeführt, das verwendete 
Temperaturprogramm ist in Tab. 2-10 angegeben. Für die qPCR wurden so viele 
Zyklen durchlaufen, bis die PCR-Verlaufskurve die Plateauphase erreichte. Für die 
meisten untersuchten Gene reichten 35 Zyklen aus, nur für eNOS und iNOS waren 
wegen der höheren Ct-Werte dafür 40 Zyklen erforderlich. 
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Tabelle 2-8: Zusammensetzung des qPCR-Ansatzes für QuantiTect Primer Assays 
 Volumen/Probe Endkonzentration 
PCR reines H2O 6 µl  
QuantiTect Primer Assays (10x) 2 µl 1x 
SYBR Green Master Mix (2x) 10 µl 1x 
cDNA aus RT 2 µl  
Gesamt: 20 µl  
 
Tabelle 2-9: Zusammensetzung des qPCR-Ansatzes für RT
2
 qPCR Primer Assays 
 Volumen/Probe Endkonzentration 
PCR reines H2O 7 µl  
RT2 qPCR Primer Assays (20x) 1 µl 1x 
SYBR Green Master Mix (2x) 10 µl 1x 
cDNA aus RT 2 µl  
Gesamt: 20 µl  
 
Tabelle 2-10: Temperaturprogramm für die qPCR mit dem LightCycler® 1.5 
Temperaturprogramm T [°C] t [s]  T/t [°C/s] Messung 
 95 300  20  
 94 15 
 
35-40 
Zyklen 
20  
 60 30 20  
 72 20 20 einfach 
 95 0  20  
 65 15  20  
 95 0  0,1 kontinuierlich 
 40 30    
2.2.3.4. Genexpressionshemmung der sGCβ1-Untereinheit 
Zur Untersuchung der Rolle der funktionellen sGC bei mikrogravitationsinduzierten 
Genexpressionsänderungen des cGMP-Signaltransduktionsweges wurde die 
Expression der sGCβ1-Untereinheit über RNA-Interferenz inhibiert. Für die Hemmung 
der sGCβ1-Untereinheit wurden 0,1x10
6 nicht-metastasierende 1F6 Melanomzellen 
pro 9 cm² Objektträgerflasche in antibiotikafreiem DMEM-10% FRS ausgesät und für 
Material und Methoden 
47 
 
24 h bei 37°C im Inkubator kultiviert. Danach folgte die Lipid-basierte Transfektion 
über 6 µl DharmaFECT1 (DharmaFECT 1, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, 
Deutschland) pro Objektträgerflasche in antibiotikafreiem DMEM mit 0,2% FRS (v/v) 
mit 100 nM der siRNA-sGCβ1 (ON-TARGETplus GUCY1B3 siRNA, Sequenz 5´-
UCAUGAACCUGGACGAUUU-3´, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, 
Deutschland). Als Kontrolle dienten Zellen, welche im Transfektionsmedium in der 
Gegenwart des Transfektionsreagenz inkubiert wurden, sowie Zellen, die an statt der 
siRNA-sGCβ1 mit 100 nM einer nicht zielgerichteten „non-target“-siRNA (ON-
TARGETplus non-targeting siRNA, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, 
Deutschland) transfiziert wurden. Nach einer Transfektionsdauer von 24 h wurden 
die Zellen gewaschen und die Flaschen für die Klinorotationsversuche und die 1 g 
Kontrollen vollständig mit antibiotikahaltigem DMEM-HEPES gefüllt. Nach einer 
Inkubation von 2 h zur Regeneration wurden die Klinorotationsversuche durchgeführt 
und die mRNA- bzw. Proteinexpression über qPCR bzw. Western Blot Analysen 
gemessen. 
2.2.4. Proteinbiochemische Methoden 
2.2.4.1. Western Blot Analysen 
Für die Untersuchung der Genexpression auf Proteinebene wurden die zytosolischen 
und membranären Proteinfraktionen der klinorotierten Melanomzellen isoliert. Die 
Messung der Proteinexpression erfolgte über Western Blot Analysen und 
anschließende Detektion über die „Enhanced Chemoluminiscence“ (ECL) Methode 
mittels eines ECL-Detektionssystems mit CCD-Kamera. Die Proteinbanden wurden 
softwaregestützt quantifiziert. 
2.2.4.1.1. Isolation der zytosolischen und membranären 
Proteinfraktionen 
Auf Grund der begrenzten Menge an Zellmaterial für die Proteinanalysen sollten die 
zu untersuchenden membrangebundenen und zytosolischen Proteine in möglichst 
hohen Konzentrationen vorliegen. Daher wurden die Zellen für die Western Blot 
Untersuchungen mit dem „Cell Fractionation Kit“ (NanoTools, Teningen, 
Deutschland) lysiert, um die zytosolischen und membranären Proteinfraktionen 
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getrennt zu isolieren und damit die entsprechenden Proteine anzureichern. In den 
Puffern CF-CYT (zytosolische Fraktion) und CF-MEM (membranäre Fraktion) sind 
bereits Phosphataseinhibitoren enthalten. Um eine Degradation der Proteine zu 
verhindern wurden beiden Puffern ein Proteasehemmercocktail (cOmplete Ultra 
Tabletes, Roche, Mannheim, Deutschland) hinzugefügt, die Puffer anschließend 
portioniert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 
Das „Cell Fractionation Kit“ wurde gemäß den Vorgaben des Herstellers verwendet. 
Mittels des Objektträgerhalters (siehe 2.2.2.1.3.) wurden pro Objektträgerflasche 
0,066x106 1F6 Zellen oder 0,033x106 BLM bzw. 1F6-siRNA Zellen aus dem Bereich 
≤0,012 g geerntet. Die Zellen wurden mit 43 µl CF-CYT-Puffer pro Probe bei RT°C 
lysiert. Die 1 g Kontrollen wurden über 128 µl CF-CYT pro 9 cm² Objektträgerflasche 
bei RT°C lysiert und das Lysat in Eppendorf-Röhrchen überführt. Anschließend 
wurden die Lysate abzentrifugiert (5 min, 1000 g, 4°C) und der Überstand 
(zytosolische Fraktion) abgenommen. Nach einem Waschschritt mit „CF-CYT“ 
wurden die Pellets in entsprechenden Volumina CF-MEM Puffer resuspendiert, für 5 
min bei RT°C inkubiert und danach abzentrifugiert (5 min, 2000 g, 4°C). Der 
Überstand mit der membranären Fraktion wurde abgenommen. Die Fraktionen 
wurden auf Eis gekühlt und direkt nach der Abnahme zur Lagerung in einen -80°C 
Tiefkühlschrank überführt. 
2.2.4.1.2. Konzentrationsmessung der isolierten Proteinfraktionen 
Die Proteinkonzentration der isolierten Fraktionen wurde mit der Bicinchinonic Acid 
Methode (Pierce® BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, 
Deutschland) gemessen. Das BCA-Kit wurde gemäß den Anweisungen der 
Herstelleranleitung verwendet. Hierfür wurden zunächst aus den BCA-Reagenzien A 
(enthält die Bicinchinonsäure) und B (4% CuSO4) im Verhältnis 50+1 (v/v) das BCA-
Arbeitsreagenz, sowie eine Verdünnungsreihe mit BSA-Konzentrationen von 125-
2000 µg/µl hergestellt. Je 10 µl der Verdünnungen, „Blanks“ und Proben wurden als 
Duplikate in eine 96-Well Platte pipettiert und 200 µl BCA-Arbeitsreagenz 
hinzugegeben (Verhältnis 1:20). Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C 
wurde die A562 der Standards und der Proben in einem Mikroplattenleser (GloMax®-
Multi+, Promega, Mannheim, Deutschland) gemessen. Die ermittelten A562-Werte 
wurden in Microsoft Excel exportiert und mittels der Verdünnungsreihe nach Abzug 
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der Blanks eine Verdünnungskurve („polynomische Trendlinie“) erstellt. Anhand der 
Verdünnungskurvenformel und der gemessenen A562-Werte der Proben wurde deren 
Proteinkonzentration berechnet. 
2.2.4.1.3. Optimierung der Antikörperverdünnungen 
Zur Optimierung der Verdünnungen der primären und sekundären Antikörper wurden 
20 µg Protein pro Tasche des SDS-PAGE-Gels aufgetragen (siehe 2.2.4.1.4. und 
2.2.4.1.5. für eine detaillierte Beschreibung der Durchführung der Western Blot 
Analysen). Nach dem Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham 
Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, 
Deutschland) wurden die Bahnen ausgeschnitten und mit entsprechenden 
Kombinationen von primären und sekundären Antikörpern inkubiert. Nach der 
Detektion mit der „Enhanced Chemo-Luminescence“-Methode (ECL) wurden die 
einzelnen Kombinationen verglichen. Alle Antikörper wurden in TBST mit 0,3% BSA 
verdünnt. Die Primärantikörper für die Zielgene wurden in einer 1:100 oder einer 
1:400 Verdünnung verwendet, die entsprechenden HRP-konjugierten 
Sekundärantikörper in einer Verdünnung von 1:2000 oder 1:5000. Der 
Primärantikörper für die Ladungskontrolle β-Aktin wurde 1:1000 oder 1:2500 
verdünnt, der korrespondierende sekundäre Antikörper 1:2000, 1:5000 oder 1:10000. 
Eine Auflistung der finalen Verdünnungen der verwendeten Antikörper und der 
Molekulargewichte der Zielgene ist in Tabelle 2-11 angegeben. 
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Tabelle 2-11: Zusammenstellung der verwendeten Antikörper (Santa Cruz Biosciences, Inc.) 
Primärantikörper Verdünnung Molekulargewicht des 
Zielgens 
Monoklonaler Anti-eNOS 1:100 140 kDa 
Monoklonaler Anti-iNOS 1:100 131 kDa 
Monoklonaler Anti-MRP4 1:100 150 kDa 
Monoklonaler Anti-MRP5 1:100 185 kDa 
Monoklonaler Anti-GC-A 1:100 120 kDa 
Polyklonaler Anti-GC-B 1:100 120 kDa 
Polyklonaler Anti-sGCβ1 1:100 65 kDa 
Monoklonaler Anti-β-Aktin 1:2500 43 kDa 
   
Sekundärantikörper   
Anti-Kaninchen IgG-HRP 1:2000  
Anti-Maus IgG-HRP 1:2000 für Zielgene 
1:5000 für β-Aktin 
 
 
2.2.4.1.4. Durchführung der SDS-PAGE und des Proteintransfers 
Für die SDS-Polyakrylamidgel-Elektrophorese (engl. „Sodium dodecyl sulfate“, SDS-
PAGE) wurden jede Probe auf 20 µg (membranäre Fraktion) oder 25 µg 
(zytosolische Fraktion) Protein in 36 µl „CF-MEM“ oder „CF-CYT“ Puffer eingestellt 
und 9 µl 5x SDS-Probenpuffer (siehe Tab. 2-1) für eine finale Konzentration von 2% 
SDS hinzugegeben. Alle Taschen des SDS-Gels wurden mit gleichen Proteinmengen 
und Probenvolumina beladen. Als Positivkontrollen wurden kommerziell erhältliche 
Lysate von „Kirsten Murine Sarcoma Virus“-transformierten Nierenepithelzellen der 
Ratte (KNRK Zellen) für GC-A, humanen A549 Lungenkarzinomzellen für MRP4 und 
MRP5 oder Maushirnextrakt für eNOS verwendet (alle Santa Cruz Biotechnology 
Inc., Heidelberg, Deutschland). Zur Linearisierung der Proteine wurden die Proben 
und Positivkontrollen für 5 min auf 95°C erhitzt. Die Reduktion der Disulfidbrücken 
erfolgt durch Dithiothreitol (DTT), während eine negative Ladungsverteilung über das 
SDS erzeugt wird.  
Die in dieser Arbeit verwendeten Gele mit einer Polyacrylamidkonzentration von 12% 
wurden von der Firma Bio-Rad (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast-Gel, Bio-Rad 
Laboratories GmbH, München, Deutschland) bezogen. Für die Gelelektrophorese 
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wurden die Gele in die Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad 
Laboratories GmbH, München, Deutschland) eingesetzt und die Kammer mit SDS-
Elektrophoresepuffer (siehe Tab. 2-1) aufgefüllt. Die Proben und Positivkontrollen 
wurden mit den Molekulargewichts- und Farbmarkern (jeweils 5 µl) auf das Gel 
aufgetragen. Der Start der Gelelektrophorese erfolgte mit 80 V, bis die Proben 
vollständig in das SDS-Gel eingewandert waren (10-15 min). Anschließend wurde die 
Spannung auf 120 V erhöht und die Gelelektrophorese nach weiteren 45 min 
beendet. Anschließend wurden die Gele aus der Elektrophoresekammer entnommen 
und für den Proteintransfer 10 min in Transferpuffer (siehe Tab. 2-1) equilibriert.  
Zum Blotten der Proteine wurde eine Nitrozellulosemembran (Porengröße 0,45 µm) 
gewählt. Für den Proteintransfer wurde pro Gel eine Nitrozellulosemembran kurz mit 
Millipore-Wasser rehydriert und 10 min im Transferpuffer equilibriert. Danach wurden 
das Gel und die Nitrozellulosemembran übereinander in die Gelhalterkassette 
eingelegt und in das Nassblotsystem (Mini Trans-Blot® Cell, Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München, Deutschland) eingesetzt. Der Proteintransfer erfolgte unter 
Kühlung bei 100 V für 90 min. 
Anschließend wurde die Membran in „Tris-buffered Saline“ (TBS) mit 0,1% 
Tween20® (TBST), gewaschen und der Proteintransfer stichprobenartig mit einer 
Ponceau S Färbung kontrolliert. Der Farbstoff wurde nach der Kontrolle mit Aqua 
bidest wieder ausgewaschen. 
2.2.4.1.5. Antikörperinkubation und Detektion der Proteinbanden 
mittels ECL 
Nach dem Proteintransfer wurden die Nitrozellulosemembranen kurz in TBST 
gewaschen. Zur Blockierung freier, unspezifischer Proteinbindungsstellen erfolgte die 
Inkubation in einer 5%igen Magermilchpulverlösung in TBST, der 0,3% BSA 
zugegeben wurde. Die Nitrozellulosemembranen wurden anschließend 3 x 10 min in 
TBST gewaschen und mit dem Primärantikörper inkubiert. Dabei wurde für GC-A und 
eNOS die Membran 90 min bei RT°C auf dem Schüttler blockiert und anschließend 
ü.N. bei 4°C mit dem Primärantikörper inkubiert. Für GC-B, sGCβ1, MRP4, MRP5 
und iNOS wurde ü.N. bei 4°C blockiert und am nächsten Tag mit dem primären 
Antikörper inkubiert (90 min bei RT°C, auf Schüttler).  
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Es folgten erneut drei Waschschritte in TBST und die Inkubation der Membranen mit 
dem entsprechenden HRP-konjugierten Sekundärantikörper (60 min bei RT°C, auf 
Schüttler). Für die Detektion wurden die beiden Luminolreagenzien A (enthält 
Luminol) und B (enthält Wasserstoffperoxid) des ImmunoCruz™ Kits (Santa Cruz, 
Heidelberg, Deutschland) im Verhältnis 1:1 (v/v) gemischt und diese Arbeitslösung 
nach einem finalen Waschschritt mit TBST (3x 10 min) auf die Membranen gegeben. 
Nach einer Inkubationszeit von 1 min bei RT°C wurden die Membranen aus der 
Luminolarbeitslösung entnommen, zwischen zwei Folien gelegt und Lufteinschlüsse 
ausgestrichen. Zur Messung wurde die Membran in ein ECL-Detektorsystem 
(ChemiDocTM XRS+ System, Bio-Rad, München, Deutschland) überführt und mit der 
CCD-Kamera des Systems bis zu 1800 s belichtet. Anschließend wurden die 
Aufnahmen als verlustfrei-komprimierte TIF-Dateien exportiert. 
Ausgewählte Nitrozellulosemembranen wurden zur Detektion weiterer Zielproteine 
verwendet. Hierfür wurden die gebundenen Antikörper durch die Inkubation der 
Membran in einer 200 mM NaOH-Lösung (5 min bei RT°C) entfernt. Anschließend 
wurde die Membran, wie in 2.2.4.1.4. beschrieben, rehydriert und equilibriert. Nach 
dem erneuten Blockieren (5% Magermilchpulverlösung in TBST mit 0,3% BSA) 
wurde die Membran mit den entsprechenden Antikörpern inkubiert und die Detektion 
durchgeführt (siehe 2.2.4.1.5.). Durch das Stripping der Membran wird auch ein Teil 
der gebundenen Proteine entfernt, daher waren die Signale der gestrippten Membran 
etwa 20% schwächer als eine nicht gestrippte Membran. 
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2.2.4.1.6. Softwaregestützte relative Quantifizierung der 
Proteinbanden 
Für die relative Quantifizierung der Proteinbanden wurden die unter 2.2.4.1.5. 
erstellten TIF-Dateien mit der ImageJ Software (Version 1.46r; 
http://imagej.nih.gov/ij/) analysiert (Abb. 2-5). Die Normalisierung erfolgte, indem 
diese Fläche jeder untersuchten Proteinbande durch die „area under the curve“ ihrer 
respektiven β-Aktinkontrolle dividiert wurde. Anschließend wurden die klinorotierten 
Proben mit den zugehörigen 1 g Kontrollen verglichen. 
A 
 
B 
 
Abbildung 2-5: Quantifizierung von Western Blot 
Banden mit der Software ImageJ. In der TIF-Datei 
wird die Spalte mit der zu analysierenden Bande 
markiert (A). Der ausgewählte Bereich wird als 
Profilplot dargestellt und der abgeschlossene Peak der 
Bande ausgewählt (B). Die „area under the curve“ wird 
von ImageJ berechnet und zur weiteren Bearbeitung in 
eine Microsoft Excel-Datei exportiert (C). 
C 
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2.2.5. Zellmotilitätsuntersuchungen 
2.2.5.1. Wundheilungsassay für Klinorotationsexperimente 
Zur Untersuchung der Zellmotilität hoch-metastasierender BLM Melanomzellen in 
simulierter Mikrogravitation wurde ein Wundheilungsassay durchgeführt. Dabei wird 
einem konfluenten Zellrasen eine „Verwundung“ von definierten Ausmaßen zugefügt 
und das Einwandern der Zellen in die freie Fläche über die Zeit mittels Mikroskopie 
gemessen. Um den konfluenten Zellrasen zu erreichen musste die Zahl der 
ausgesäten BLM Melanomzellen angepasst werden. Für die 
Klinorotationsexperimente wurden 0,2x106 Zellen in Objektträgerflaschen ausgesät 
und wie in 2.2.1. beschrieben kultiviert. Nach dem Absaugen des Zellkulturmediums 
wurden die BLM Melanomzellen mit PBS gewaschen und die Zellen mittig entlang 
der Rotationsachse der Kulturflaschen mit einer 200 µl Pipettenspitze (Durchmesser 
0,6 mm) mechanisch entfernt. Die abgelösten Zellen wurden in einem weiteren 
Waschschritt mit PBS entfernt und die Flaschen vollständig mit DMEM-HEPES-
Medium gefüllt. Nach einer Inkubation von 2 h bei 37°C wurden die Zellen für 6 h bei 
37°C klinorotiert. Anschließend wurde das DMEM-HEPES-Medium abgesaugt und 
die Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurden die Objektträger der 
Objektträgerflaschen abgelöst und die Zellen in einer 4% Formaldehydlösung fixiert. 
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Objektträger mit Deckgläschen 
versehen. Die fixierten Zellen wurden nach dem Trocknen bis zur Analyse bei 4°C im 
Dunkeln gelagert. 
2.2.5.2. Softwaregestützte Vermessung der Wundflächen 
Für die Messung der Wundfläche in den klinorotierten Proben und den 
entsprechenden 1 g Kontrollen wurden die Wundflächen unter dem Lichtmikroskop 
fotografiert (Zeiss Axiovert 135 mit CCD-Kamera Zeiss MRc5). Die 25-35 
Einzelaufnahmen pro Objektträger wurden mit einer Bildbearbeitungssoftware (Corel 
Draw X5 Suite) zu einer einzigen großen Bilddatei zusammengesetzt. Diese musste 
zur Analyse mit der Zeiss-Software auf 25% ihrer Originalgröße verkleinert werden. 
Die verkleinerte Datei wurde in die Zeiss Software (Zeiss AxioVision 4.83; 
http://www.zeiss.de/microscopy/de_de/downloads/axiovision.html) geladen und die 
freie Fläche im Zellrasen markiert. Anschließend errechnete die Zeiss Software 
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anhand einer Profildatei, in der die optischen und technischen Daten des 
Aufnahmeobjektivs und der CCD-Kamera hinterlegt sind, den Flächeninhalt der 
markierten Bereiche. Die Daten wurden als Beschriftung in der analysierten TIF-Datei 
gespeichert und als Microsoft Excel-Tabelle exportiert. 
2.2.6. Proliferationsmessung über den BrdU-Assay 
Um die Proliferation von hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen während der 
Klinorotation zu messen wurde 5-Brom-2-Desoxyuridin (BrdU) verwendet. Der BrdU-
Assay wurde nach den Anweisungen des Herstellers (Beckton Dickinson, 
Heidelberg, Deutschland) durchgeführt. Die Proliferationsmessung erfolgte nach 6 h 
Klinorotation, da nach 24 h wegen der hohen Proliferationsrate der BLM-Zellen alle 
Zellen positiv gewesen wären. Dabei wurden die Zellen 2 h vor Beginn des jeweiligen 
Klinorotationsversuchs mit BrdU inkubiert. Nach Beendigung des Versuchs wurden 
0,033x106 Zellen pro Objektträgerflasche mit dem 6 mm Objektträgerhalter (≤ 0,012 
g) geerntet und zu einem Pellet abzentrifugiert (5 min bei 240 g). Die Zellen wurden 
danach durch die tropfenweise Zugabe von 70% Methanol fixiert und permeabilisiert 
(20 min bei RT°C). Nach dem Waschen in PBS mit 0,5% BSA wurden die Zellen mit 
2 M HCl (20 min bei RT°C) inkubiert, um die DNA aufzuwinden und das BrdU für den 
anti-BrdU Antikörper zugänglich zu machen. Zur Neutralisierung von 
Säurerückständen erfolgt nach einem Waschschritt die Zugabe von 0,1 M 
Natriumtetraborat (pH 8,5). Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Inkubation 
(20 min bei RT°C) der Zellen mit 100 µl des FITC-markierten monoklonalen anti-
BrdU Antikörper (0,5 µg / 20 µl). Als negative Kontrolle wurde eine monoklonale 
Isotypenkontrolle (Maus IgG1, Becton Dickinson, Heidelberg) für den Antikörper 
benutzt sowie BrdU-freie Proben, die mit dem anti-BrdU Antikörper inkubiert wurden. 
Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut gewaschen und für die 
Durchflusszytometrie in 300 µl PBS aufgenommen. Der FITC-markierte anti-BrdU 
Antikörper wurde im FL-1 Kanal (515-545 nm) gemessen. 
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2.2.7. Morphologie 
Die Morphologie der untersuchten Zellen wurde vor und nach jedem durchgeführten 
Versuch unter dem Lichtmikroskop (Axiovert  25, Zeiss, Göttingen, Deutschland) 
beobachtet. Die fotografische Dokumentation der Zellmorphologie erfolgte mit einer 
am Mikroskop angebrachten Digitalkamera (Nikon Coolpix 4500). 
2.2.8. Auswertung und Statistik 
Die Daten der vorliegenden Arbeiten wurden in Microsoft Excel einem unpaarigen, 
zweiseitigen Student´s t-Test unterzogen. Dabei wurden p-Werte ≤ 0,05 als 
signifikant eingestuft. 
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3. Ergebnisse 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Zellkulturbedingungen für Experimente 
mit adhärenten Zellen in simulierter Mikrogravitation unter Verwendung kommerziell 
erhältlicher Objektträgerkulturflaschen und eines angepassten, schnelldrehenden 
Klinostaten etabliert. Weiter wurden spezielle Objektträgerhalter zur Zellernte aus 
definierten g-Bereichen entwickelt, um verschiedene Analysen (z.B. Messung von 
mRNA- und Proteinexpressionen) durchzufühen. Mittels dieser Objektträgerhalter 
konnte gezeigt werden, dass die untersuchten g-Bereiche einen maßgeblichen 
Einfluss auf Genexpressionen haben können und daher entsprechend sorgfältig 
ausgewählt werden sollten.  
Die Expressionsuntersuchungen von Komponenten der pGC/sGC-cGMP-
Signaltransduktionskette zeigten, dass in simulierter Mikrogravitation vor allem die, 
mit dem Metastasierungspotential von Melanomzellen in Verbindung stehende, GC-A 
und die GC-B vermindert exprimiert werden. Der Einsatz von 
Objektträgerzellkulturflaschen ermöglichte auch Zellmotilitätsmessungen der hoch-
metastasierenden BLM Melanomzelllinie in simulierter Mikrogravitation. Die Motilität 
der BLM Zellen erwies sich im Vergleich zu den 1 g Kontrollen als reduziert und 
korrelierte mit der verminderten Expression von GC-A unter diesen Bedingungen. 
3.1. Optimierung der Klinorotationsbedingungen, g-Bereiche und 
Analysemethoden für Experimente mit adhärenten Zellen 
Zur Vermeidung der Beeinflussung der Ergebnisse durch geschädigte oder 
gestresste Zellen wurden diese vor und nach den Versuchen lichtmikroskopisch 
untersucht. Zur Festlegung des zu analysierenden g-Bereiches, dem die Zellen 
ausgesetzt sind, wurden Genexpressionsmessungen mit 1F6 Zellen aus 
unterschiedlichen g-Bereichen (≤ 0,012 g, ≤ 0,024 g und ≤ 0,036 g) durchgeführt und 
verglichen. 
Da die Qualität der über die quantitative PCR gewonnen Daten maßgeblich vom 
Zustand der untersuchten mRNA abhängt, wurde die RNA-Integrität der Proben 
überprüft. Zum Ausgleich von Quantifizierungsfehlern bedingt durch Abweichungen 
der PCR-Reaktionseffizienz vom Idealwert 2, wurde die Reaktionseffizienz für die 
untersuchten Gene gemessen und ein Korrekturprofil für die softwarebasierte 
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Auswertung erstellt. Zusätzlich wurde bei jedem qPCR-Lauf die Spezifität der 
Amplifikationsprodukte über eine Schmelzkurvenanalyse überprüft. 
3.1.1. Klinorotationsbedingungen 
Zur Beobachtung von möglicherweise durch Klinorotation induzierten 
morphologischen Veränderungen und zur Beurteilung ihrer Viabilität wurden die 
Melanomzellen lichtmikroskopisch untersucht. Dafür wurden BLM und 1F6 
Melanomzellen nach 24 h Klinorotation unter dem Lichtmikroskop fotografiert und mit 
ihren entsprechenden 1 g Kontrollen verglichen. Nach einer Inkubationszeit von 48 h 
wurden keine Untersuchungen durchgeführt, da sich die Zellen unter diesen 
Bedingungen in einem schlechten Zustand befanden (1 g und µg). Zusätzlich wurden 
die Auswirkungen von Luftblasen im Medium der Proben nach 24 h Klinorotation 
dokumentiert. 
Wie in Abb. 3-1 dargestellt, zeigte sich keine morphologische Veränderung der BLM 
Melanomzellen nach 24 h in simulierter Mikrogravitation (Abb. 3-1 A, B). Ebenso 
behielten die 1F6 Melanomzellen ihre dendritische Morphologie (Abb. 3-1 D, E). Es 
wurde auch kein erhöhter Anteil abgerundeter Zellen in den Proben aus der 
simulierten Mikrogravitation beobachtet. Die Untersuchung der Zellviabilität mit der 
Trypanblauausschlussmethode ergab einen Anteil von weniger als 2,5% nekrotischer 
Zellen in den klinorotierten Proben.  
Deutlich sichtbar sind die Auswirkungen der durch Luftblasen verursachten 
Turbulenzen in den klinorotierten Proben. Nahezu alle Zellen sind abgerundet oder 
sogar vom Untergrund abgelöst (Abb. 3-1 C, F). 
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Abbildung 3-1: Lichtmikroskopische Aufnahmen von BLM und 1F6 Melanomzellen bei 
1 g, nach der Klinorotoation und nach der Klinorotation mit eingeschlossenen 
Luftblasen. Gezeigt werden BLM bzw. 1F6 Melanomzellen bei 1 g (respektive A und D), 
nach 24 h in simulierter Mikrogravitation (B und E), sowie nach 24 h Klinorotation mit 
Luftblasen (C und F). 
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3.1.2. Einfluss unterschiedlicher g-Bereiche auf die Genexpression 
in Melanomzellen 
Bei der Klinorotation von Objektträgerflaschen mit adhärenten Zellen befindet sich 
nur ein sehr geringer Anteil der Zellen genau auf der Rotationsachse und damit in 
der optimalen Position für die höchste Qualität der simulierten Mikrogravitation. In 
Abhängigkeit ihrer Distanz zum Rotationszentrum wirken unterschiedliche g-Kräfte 
auf die anderen Melanomzellen ein. Um den Einfluss unterschiedlicher g-Bereiche 
auf die mRNA-Expression von adhärenten Melanomzellen zu untersuchen, wurde als 
Beispiel die mRNA-Expression von GC-A in 1F6 Zellen bestimmt. Mit Hilfe der für die 
vorliegende Arbeit entwickelten Objektträgerhalter (siehe 2.2.2.1.3.) wurden nach 24 
h Klinorotation humane 1F6 Melanomzellen in g-Bereichen von ≤ 0,012 g, ≤ 0,024 g 
und ≤ 0,036 g geerntet. Nach der RNA-Isolation wurden die GC-A mRNA-Level 
mittels „real-time“ qPCR bestimmt und mit den 1 g-Kontrollen verglichen. 
Wie in Abb. 3-2 dargestellt, ist die Reduktion der GC-A mRNA-Level in den 1F6 
Melanomzellen abhängig von den g-Bereichen, aus denen die Zellen entnommen 
wurden. Verglichen mit den Kontrollen bei 1 g wurden die mRNA-Level von GC-A im 
Bereich ≤ 0,012 g um 48,3% ± 3,9% reduziert, im Bereich ≤ 0,024 g um 16,2% ± 8% 
und im Bereich ≤ 0,036 g um 6% ± 3,7%. Da die Abnahme der GC-A mRNA-Level in 
1F6 Melanomzellen im Bereich ≤ 0,012 g signifikant stärker ausfällt als in den 
Bereichen ≤ 0,024 g und ≤ 0,036 g, scheint die Reduktion der GC-A mRNA 
umgekehrt proportional zu den g-Kräften zu sein. Auf Grund dieser Ergebnisse 
wurden die Genexpressionsanalysen mit Zellen im Bereich ≤ 0,012 g durchgeführt. 
Die mRNA-Expression des Referenzgens GAPDH ändert sich in simulierter 
Mikrogravitation nicht (siehe Abb. 3-2). 
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Abbildung 3-2: Darstellung der Regulierung der mRNA-Level in Abhängigkeit der 
Mikrogravitationsqualität am Beispiel von GC-A. Die Änderung der mRNA-Level von GC-A 
(schwarze Balken) und dem Referenzgen GAPDH (graue Balken) in 1F6 Melanomzellen aus 
verschiedenen Mikrogravitationsbereichen wird in Relation zu entsprechenden 1 g Kontrollen 
dargestellt. Die Ergebnisse setzen sich aus drei Versuchen in Triplikaten zusammen.*p ≤ 0,05,**p ≤ 
0,01. 
3.1.3. Analyse der PCR-Verlaufskurven 
Die Kinetik der PCR-Reaktionen wurde über die Erstellung von PCR-Verlaufskurven 
kontrolliert. Dabei wurde besonders auf die Stabilität der 1F6 Kalibratorzelllinie und 
die mRNA-Expression der als endogene Referenzen genutzten „Housekeeping“-
Gene HPRT1 und GAPDH geachtet. Für beide Gene werden in den Abbildungen 3-3 
A-D repräsentative PCR-Kinetiken dargestellt, wobei die Fluoreszenz gegen die Zahl 
der Zyklen aufgetragen ist. Zudem wird die entsprechende Schmelzkurvenanalyse 
gezeigt (Abb. 3-3 E-F), welche als Kontrolle für die Spezifität der 
Amplifikationsprodukte dient. 
Die PCR-Kinetiken und Schmelzkurven werden auch für alle untersuchten Gene 
gezeigt. Für die partikulären Guanylylzyklasen GC-A und GC-B in BLM und 1F6 
Melanomzellen werden die PCR-Kinetiken in Abb. 3-4 A-D dargestellt und die 
entsprechenden Schmelzkurven in den Abb. 3-4 E-H. Die Abb. 3-5 zeigt die PCR-
Verläufe der sGCα1-Untereinheit in 1F6 Zellen  und sGCβ1-Untereinheit in 1F6 Zellen 
und 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen (Abb. 3-5 A-C), sowie die korrespondierenden 
Schmelzkurven (Abb. 3-5 D-F). Die PCR-Verläufe von eNOS und iNOS für beide 
Zelllinien werden in Abb. 3-6 A-D dargestellt, Abb. 3-6 E-H zeigt die zugehörigen 
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Schmelzkurven. In Abb. 3-7 werden die PCR-Kinetiken (Abb. 3-7 A-E), sowie die 
zugehörigen Schmelzkurven (Abb. 3-7 F-J) für PKGI, PDE5A und die Tyrosinase 
abgebildet. Die PCR-Verlaufskurven für die hoch-selektiven cGMP-Transporter 
MRP4 und MRP5 werden in Abb. 3-8 A-D dargestellt. Die entsprechenden 
Schmelzkurvenanalysen werden in Abb. 3-8 E-H gezeigt. Eine Übersicht der 
untersuchten Gene, sowie deren PCR-Kinetiken und Schmelzkurven gibt zusätzlich 
Tab. 3-1. 
In allen Abbildungen werden die klinorotierten Proben in rot dargestellt und die 
korrespondierenden Kinetiken der 1 g Kontrollen in blau. Die schwarzen 
durchgängigen Kurven entsprechen dem jeweiligen Kalibrator, die „No-Template“-
Negativkontrolle wird mit einer unterbrochenen schwarzen Linie dargestellt. 
Tabelle 3-1: Auflistung der untersuchten Gene und der entsprechenden Abbildungen von PCR-
Kinetiken und Schmelzkurven. 
Gene Versuchsaufbau Abbildung 
PCR-
Kinetik 
Schmelz-
kurven 
HPRT1, GAPDH µg / 1 g 3-2 A-D E-H 
GC-A, GC-B µg / 1 g 3-3 A-D E-H 
sGCα1, sGCβ1 µg / 1 g 3-4 A-C D-F 
eNOS, iNOS µg / 1 g 3-5 A-D E-H 
PKGI, PDE5A, Tyr µg / 1 g 3-6 A-E F-J 
MRP4, MRP5 µg / 1 g 3-7 A-D E-H 
 
Die mRNA-Expression der beiden ausgewählten Referenzgene HPRT1 und GAPDH 
wurde in den verwendeten BLM und 1F6 Zelllinien durch simulierte Mikrogravitation 
nicht verändert (Abb. 3-3 A-D). In den BLM Zellen wurden für HPRT1 Ct-Werte von 
18-19 gemessen, die Ct-Werte von GAPDH lagen bei 12. Die in den 1F6 Zellen 
gefundenen Ct-Werte für HPRT1 lagen bei 19-20 und für GAPDH im Bereich von 12-
13, die gemessenen Ct-Werte in der 1F6 Kalibratorzelllinie lagen bei 19-20 Zyklen für 
HPRT1 und 12-13 Zyklen für GAPDH. Damit erwiesen sich die Referenzgene auch in 
Ergebnisse 
63 
 
der Kalibratorzelllinie als stabil exprimiert und daher geeignet zur relativen 
Quantifizierung.  
Die Ct-Werte der untersuchten Zielgene zeigten innerhalb der unterschiedlichen 
Zelllinien nur geringe Schwankungen. In den BLM-Zellen lagen die Ct-Werte von GC-
A bei 25-27 und von GC-B bei 21-23. Die Ct-Werte von eNOS und iNOS bei 28-29, 
respektive 29-30. Für MRP4 bewegten sich die Ct-Werte im Bereich von 20-21 und 
für MRP5 im Bereich von 21-22. Der Bereich der Ct-Werte von PDE5A und PKGI lag 
bei 23-24, respektive 28. 
In der 1F6 Zelllinie wurden für GC-A Ct-Werte von 25-26 gefunden, sowie für GC-B 
und sGCα1 ein Ct-Wert von 23. Die Ct-Werte von sGCβ1 lagen bei 21-23. Für MRP4 
und MRP5 wurde ein Ct-Wert von 21 bestimmt. Im Falle von eNOS schwankten die 
Ct-Werte von 22-23, bei iNOS von 22-24. Bei PDE5A und PKGI bewegten sich die 
Ct-Werte jeweils zwischen 24-25, der Ct-Wert der Tyrosinase betrug 16. 
Die Ct-Werte der Zielgene in der Kalibratorzelllinie zeigten ebenfalls nur geringe 
Schwankungen. Für GC-A und GC-B wurden Ct-Werte von 26-27 und 23-24 
gemessen, für sGCα1 und sGCβ1 lagen die Ct-Werte bei 25 bzw. 21-22. Die Ct-Werte 
von MRP4 und MRP5 variierten zwischen 22-23, respektive 21-23. Für eNOS zeigten 
sich Ct-Werte von 23-24, für iNOS lag der Ct-Wert bei 27. Die Ct-Werte von PKGI, 
PDE5A und Tyrosinase lagen entsprechend bei 25, 26 und 16. 
Um die Spezifität der Amplifikationsprodukte zu bewerten wurde in jedem PCR-Lauf 
eine Schmelzpunktanalyse durchgeführt. Bei einem spezifischen PCR-Produkt sollte 
die Schmelzkurve einen einheitlichen Peak aller untersuchten Proben aufweisen. Die 
Schmelzkurvenanalysen der PCR-Reaktionen zeigten einheitliche Schmelzkurven für 
jeden eingesetzten Primer und sprechen damit für hoch-spezifische 
Amplifikationsprodukte (Abb. 3-3 – 3-8). 
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Abbildung 3-3: Darstellung repräsentativer PCR-Verläufe (A-D) und Schmelzkurven (E-H) 
der Referenzgene HPRT1 und GAPDH in BLM und 1F6 Zellen. Dargestellt sind die Kinetiken 
der klinorotierten Proben (     ) und den entsprechenden 1 g Kontrollen (     ), sowie des 
Kalibrators (     ) und der Negativkontrolle (     ). Die Messungen der Proben wurden in 
Duplikaten vorgenommen. 
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Abbildung 3-4: Darstellung repräsentativer PCR-Verläufe (A-D) und Schmelzkurven (E-H) 
der Zielgene GC-A und GC-B in BLM und 1F6 Zellen. Dargestellt sind die Kinetiken der 
klinorotierten Proben (      ) und den entsprechenden 1 g Kontrollen (     ), sowie des Kalibrators 
(   ) und der Negativkontrolle (   ). Die Messungen der Proben wurden in Duplikaten 
vorgenommen. 
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Abbildung 3-5: Darstellung repräsentativer PCR-Verläufe (A-C) und Schmelzkurven (D-F) 
der Zielgene sGCα1 in 1F6 Zellen, sowie sGCβ1 in 1F6 und 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen. 
Dargestellt sind die Kinetiken der klinorotierten 1F6 (     ) und 1F6-siRNA-sGCβ1 Proben (     ) 
und den entsprechenden 1 g Kontrollen (    )/(    ), sowie des Kalibrators (    ) und der 
Negativkontrolle (       ). Die Messungen der Proben wurden in Duplikaten vorgenommen. 
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Abbildung 3-6: Darstellung repräsentativer PCR-Verläufe (A-D) und Schmelzkurven (E-H) 
der Zielgene eNOS und iNOS in BLM und 1F6 Zellen. Dargestellt sind die Kinetiken der 
klinorotierten Proben (      ) und der entsprechenden 1 g Kontrollen (     ), sowie des Kalibrators 
(  ) und der Negativkontrolle (  ). Die Messungen der Proben wurden in Duplikaten 
vorgenommen. 
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Abbildung 3-7: Darstellung repräsentativer PCR-Verläufe (A-E) und Schmelzkurven (F-J) 
der Zielgene PKGI, PDE5A (BLM und 1F6 Zellen) und Tyr (1F6 Zellen). Dargestellt sind die 
in Duplikaten gemessenen Kinetiken der klinorotierten Proben (   ), der entsprechenden 1 g 
Kontrollen (     ), der Kalibratorzelllinie (     ) und der Negativkontrolle (     ). 
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Abbildung 3-8: Darstellung repräsentativer PCR-Verläufe (A-D) und Schmelzkurven (E-H) 
der Zielgene MRP4 und MRP5 in BLM und 1F6 Zellen. Dargestellt sind die Kinetiken der 
klinorotierten Proben (     ) und den entsprechenden 1 g Kontrollen (     ), sowie des Kalibrators 
(  ) und der Negativkontrolle (  ). Die Messungen der Proben wurden in Duplikaten 
vorgenommen. 
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3.1.4. Integritätsmessung der isolierten RNA 
Für eine hoch-effiziente und spezifische Analyse in der „real-time“ qPCR wird RNA 
von hoher Integrität benötigt. Die RNA-Integrität der für die vorliegende Arbeit 
untersuchten Proben und der entsprechenden 1 g Kontrollen wurde stichprobenartig 
in einem Bioanalyzer® 2100 gemessen (Abb. 3-9), der den Proben die RIN-
Nummern von 1 (vollständig degradierte RNA) bis 10 (vollständig intakte RNA) 
zugeweist. 
Das Gelelektropherogramm zeigt für alle Proben ein Größenverhältnis von etwas 
über 2:1 zwischen den Peakflächen der 28S-RNA (ca. 5000 Nukleotide (nt)) und der 
18S-RNA (1900 nt). Dieses Verhältnis von 2:1 und höher gilt als ein Kriterium für 
hohe RNA-Integrität. Den analysierten RNA Proben wurden RIN-Nummern von 9,8 
bis 9,9 zugewiesen, womit diese im Bereich verwertbarer RNA von RIN 9,5 bis 10 
liegen (Schroeder et al. 2006). Ausgehend von den untersuchten Stichproben 
wurden alle Proben, deren RNA mit der in 2.2.3.1. beschrieben Methode isoliert 
wurden, als für die „real-time“ qPCR verwertbar eingestuft. 
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 Abbildung 3-9: Analyse der RNA-Integrität von 
repräsentativen Proben aus Versuchen mit 
BLM und 1F6 Zellen vor der Quantifizierung in 
der qPCR. Die repräsentativen 
Elektropherogramme zeigen die Fluoreszenz-
einheiten (FU) aufgetragen gegen die 
Fragmentgröße in Nukleotiden (nt) (A). Die 
Auftrennung der RNA-Banden wird 
elektrophoretisch dargestellt und zeigt die 
einzelnen Banden der 18S- und 28S-RNA (B). 
µg = simulierte Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g). 
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3.2. Effekte simulierter Mikrogravitation auf die Expression an der 
cGMP-Signaltransduktionskette beteiligter Gene 
Ein Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von simulierter 
Mikrogravitation auf die Expression am cGMP-Signaltransduktionsweg beteiligter 
Gene. Es konnte in früheren Arbeiten (Ivanova et al. 2004, Lambers 2009) gezeigt 
werden, dass der durch Hypergravitation (bis zu 5 g für 24 h) erhöhte cGMP-Efflux in 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen mit einer erhöhten Expression von 
MRP4 und MRP5 einhergeht. Weiter konnte gezeigt werden, dass Hypergravitation 
die Expression der eNOS-sGC-cGMP-Signaltransduktionskette stimuliert und die 
Hochregulierung dieser Gene von der Expression einer funktionellen sGC abhängig 
ist (Tsiockas 2012). Daher sollte die Frage beantwortet werden, ob simulierte 
Mikrogravitation die Expression von an diesem Signalweg beteiligten Genen 
ebenfalls beeinflusst. Hierfür wurde in nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen 
und hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen die Expression der 
Guanylylzyklasen, NO-Synthasen und die selektiven cGMP-Exporter MRP4 und 
MRP5 auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Zusätzlich erfolgte die mRNA-
Expressionsmessung der cGMP-Effektorproteine PKGI und PDE5A, sowie der 
Tyrosinase, dem Schlüsselenzym der Melanogenese. 
3.2.1. Guanylylzyklasen 
Guanylylzyklasen katalysieren die Synthese des sekundären Botenstoffes cGMP aus 
GTP unter Abspaltung eines Phosphatrests. Bei den partikulären Guanylylzyklasen A 
und B handelt es sich um Rezeptoren für natriuretische Peptide, wohingegen die 
lösliche Guanylylzyklase aus α- und β-Untereinheiten besteht und den am besten 
charakterisierten intrazellulären NO-Rezeptor darstellt. 
3.2.1.1. Expression der partikulären Guanylylzyklasen A und B 
In verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, dass eine erhöhte Aktivität von GC-A mit 
einem erhöhten Metastasierungspotential von humanen Melanomzellen assoziiert ist 
(Ivanova et. al. 2001) und die Hemmung der GC-A Expression in murinen 
Melanomzellen das Metastasierungspotential signifikant verringert (Kong et. al. 
2008). Daher wurde der Einfluss von simulierter Mikrogravitation für Bereiche ≤ 0,012 
g auf die Genexpression der partikulären Guanylylzyklasen-Isoformen GC-A und GC-
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B in humanen Melanomzellen mit unterschiedlichem Metastasierungspotential 
untersucht. Die Bestimmung der GC-A und GC-B mRNA-Expression wurde nach 6 h 
und 24 h Klinorotation von hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen und nicht 
metastasierenden 1F6 Melanomzellen vorgenommen. Klinorotationsversuche von 48 
h wurden nicht vorgenommen, da sich der Zustand der Zellen (1 g und µg) unter 
diesen Bedingungen stark verschlechtert. 
Wie in Abb. 3-10 zu sehen, zeigten BLM Melanomzellen bereits nach 6 h 
Klinorotation eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression von GC-A und GC-B 
um 28,0% ± 4,1% bzw. 31,7% ± 7,1% im Vergleich zu den 1 g Kontrollen. Diese 
Reduzierung verstärkt sich nach 24 h Klinorotation auf 44,0% ± 8,3% für GC-A und 
46,1% ± 3,7% für GC-B. Die untersuchten 1F6 Melanomzellen zeigten nach einer 
Klinorotation von 6 h bei ≤ 0,012 g eine nur leicht verringerte mRNA-Expression von 
17,7% ± 3,0% für GC-A und 14,9% ± 2,4% für GC-B. Nach 24 h bei ≤ 0,012 g wurde 
jedoch eine signifikante Reduktion der GC-A mRNA-Level von 51,7% ± 9,6% und der 
GC-B mRNA-Level von 50,0% ± 10,6% im Vergleich zu 1 g Kontrollen gefunden. 
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Abbildung 3-10: Mikrogravitationsinduzierte Reduktion der GC-A und GC-B mRNA-Expression in 
hochmetastasierenden BLM Melanomzellen und nicht metastasierenden 1F6 Melanomzellen. Das 
Diagramm zeigt die Reduktion der GC-A und GC-B mRNA-Level von 0,033x10
6
 BLM Zellen und 
0,066x10
6
 1F6 Zellen nach 6 h und 24 h bei ≤ 0,012 g im Vergleich zu 1 g Kontrollen. Die Ergebnisse 
setzen sich aus jeweils 3 Versuchen in Triplikaten zusammen. *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01. 
  
 
Die Proteinexpression von GC-A und GC-B in BLM Melanomzellen und 1F6 
Melanomzellen wurde mittels Western Blot Analysen nach 24 h Klinorotation 
bestimmt, da zu diesem Zeitpunkt die stärkste Abnahme der mRNA-Expressionen 
gemessen wurden. 
Die Befunde aus den Western Blot Untersuchungen zeigten eine signifikant 
verringerte GC-A Expression von 25,5% ± 2,8% in hoch-metastasierenden BLM 
Zellen nach 24 h Klinorotation (Abb. 3-11, 3-12). In den 1F6 Melanomzellen wurde 
nach 24 h Klinorotation ebenfalls eine signifikant reduzierte Proteinexpression von 
GC-A von 21,1% ± 8,3% gefunden (Abb. 3-11, 3-12). 
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Abbildung 3-11: Mikrogravitations-
induzierte Reduktion der Protein-
expression von GC-A in hoch-
metastasierenden BLM Melanomzellen 
und nicht metastasierenden 1F6 
Melanomzellen. Das Diagramm zeigt die 
Reduktion der GC-A Proteinexpression von 
0,033x10
6
 BLM Zellen und 0,066x10
6
 1F6 
Zellen nach 24 h in simulierter 
Mikrogravitation. Das Ergebnis setzt sich 
aus drei Versuchen in Triplikaten 
zusammen. *p ≤ 0,05 gegen 1 g Kontrollen. 
Die Proteinexpression von GC-B reduzierte sich um 39,4% in BLM Zellen nach 24 h 
Klinorotation im Vergleich zur entsprechenden 1 g Kontrolle (Abb. 3-13). In den 1F6 
Zellen wurde, im Vergleich zu 1 g, eine Reduktion der Proteinexpression von GC-B 
um 21,8% gefunden (Abb. 3-13). 
 
 
 
 
Abb. 3-12: Western Blot zur Bestimmung der GC-A Proteinexpression in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen und hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen nach 
24 h Klinorotation und bei 1 g. Repräsentativer Western Blot der membranären Fraktionen von 
0,033x10
6
 BLM Zellen und 0,066x10
6
 1F6 Zellen nach 24 h in simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 
g) im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen bei 1 g. Als Ladungskontrolle wurde β-Aktin bestimmt. 
 
 
 
 
Abb. 3-13: Western Blot zur Bestimmung der GC-B Proteinexpression in nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen und hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen nach 
24 h Klinorotation und bei 1 g. Western Blot der membranären Fraktionen von 0,033x10
6
 BLM 
Zellen und 0,066x10
6
 1F6 Zellen nach 24 h in simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g) im Vergleich 
zu entsprechenden Kontrollen bei 1 g. Als Ladungskontrolle wurde β-Aktin bestimmt. 
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3.2.1.2. Expression der α1- und β1-Untereinheiten der löslichen 
Guanylylzyklase in 1F6 Melanomzellen 
In früheren Arbeiten wurde gezeigt, dass die von Langzeithypergravitation induzierte 
starke Erhöhung des cGMP-Efflux in humanen 1F6 Melanomzellen (Ivanova et al. 
2004) von der Expression einer funktionellen löslichen Guanylylzyklase abhängig ist. 
Die Expressionshemmung der sGCβ1-Untereinheit mittels RNAi-Technologie 
unterbindet die hypergravitationsinduzierte Expressionserhöhung der Gene des 
eNOS-sGC-cGMP-Signaltransduktionsweges (Tsiockas 2012). Daher wurde der 
Einfluss simulierter Mikrogravitation auf die mRNA-Expressionslevel der beiden 
sGCα1- und sGCβ1-Untereinheiten in 1F6 Zellen untersucht. Die Proteinexpression 
der sGCβ1-Untereinheit nach 24 h bei ≤ 0,012 g wurde ebenfalls untersucht. 
Nach 24 h in simulierter Mikrogravitation wurden die mRNA-Level beider 
Untereinheiten der löslichen Guanylylzyklase signifikant reduziert. Für die mRNA-
Level der sGCα1-Untereinheit wurde eine Verringerung um 35,6% ± 0,6% gemessen, 
während die mRNA-Expression der sGCβ1-Untereinheit um 22,2% ± 1,1% reduziert 
wurde (Abb. 3-14). 
 
Abbildung 3-14: Reduktion der 
mRNA-Level der sGCα1- und 
sGCβ1-Untereinheiten in 1F6 
Melanomzellen durch simulierte 
Mikrogravitation. Das Diagramm 
zeigt die Reduktion der sGCα1- und 
sGCβ1-mRNA-Level von 0,066x10
6
 
1F6 Zellen nach 24 h in simulierter 
Mikrogravitation im Vergleich zu 
entsprechende Kontrollen bei 1 g. Die 
Ergebnisse setzen sich aus drei bis 
vier Versuchen in Triplikaten 
zusammen. **p ≤ 0,01 gegen 1 g 
Kontrollen. 
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Die, über simulierte Mikrogravitation induzierte, Expressionsänderung der sGCβ1-
Untereinheit wurde mittels Western Blot Analysen auf Proteinebene gemessen. 
Dabei zeigte sich eine Reduktion der sGCβ1-Exression um 22,4% im Vergleich zur 
entsprechenden 1 g Kontrolle (Abb. 3-15). 
 
 
Abb. 3-15: Proteinexpressionsanalyse der sGCβ1-Untereinheit in 1F6 Zellen nach 24 h in 
simulierter Mikrogravitation und bei 1 g. Abbildung eines Western Blots zur Untersuchung der 
sGCβ1-Expression auf Proteinebene in der zytosolischen Fraktionen von 0,066x10
6
 1F6 Zellen nach 
24 h in simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g) im Vergleich zu entsprechende Kontrollen bei 1 g. 
Als Ladungskontrolle diente β-Aktin. 
3.2.2. NO-Synthasen 
Die eNOS, iNOS und nNOS stimulieren über NO-Bildung die cGMP-Synthese der 
NO-sensitiven sGC. Die Expression von eNOS und iNOS wurden in simulierter 
Mikrogravitation untersucht, da die über Langzeithypergravitation induzierten 
Expressionsänderungen in 1F6 Melanomzellen über die eNOS-sGC-cGMP-
Signaltransduktionskette verläuft (Tsiockas 2012) und eine konstitutive iNOS-
Expression mit einer schlechten Prognose für Melanompatienten verbunden ist 
(Ekmekcioglu et al. 2000). Die mRNA-Expression von eNOS und iNOS wurde jeweils 
nach 24 h bei ≤ 0,012 g aus Triplikaten bestimmt. Weiter wurde die 
Proteinexpression von eNOS und iNOS mittels Western Blot Analysen untersucht. 
Die Ergebnisse in Abb. 3-16 zeigen, dass die mRNA-Level von eNOS und iNOS in 
den beiden Melanomzelllinien durch simulierte Mikrogravitation unterschiedlich 
moduliert werden. In den hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen wurde iNOS 
mit 32,7% ± 3,6% signifikant stärker reduziert als eNOS mit 23,7% ± 6,5%. Dagegen 
weisen die nicht metastasierenden 1F6 Melanomzellen eine signifikant stärkere 
Verringerung der eNOS mRNA-Level (29,8% ± 2,9%) als der iNOS mRNA-Level 
(17,8% ± 0,2%) auf. 
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Abbildung 3-16: Darstellung der 
reduzierten mRNA-Expression der 
eNOS und iNOS in hoch-
metastasierenden BLM Melanomzellen 
und nicht-metastasierenden 1F6 
Melanom-zellen in simulierter Mikro-
gravitation. Das Balkendiagramm zeigt 
die reduzierten mRNA-Level von eNOS 
und iNOS in 0,033x10
6
 BLM 
Melanomzellen und 0,066x10
6
 1F6 Zellen 
nach 24 h in simulierter Mikrogravitation 
in Relation zu 1 g Kontrollen. Die 
Ergebnisse stammen aus jeweils drei bis 
vier Versuchen in Triplikaten. *p ≤ 0,05. 
 
Die Expression von eNOS und iNOS in BLM und 1F6 Melanomzellen nach 24 h 
Klinorotation bei ≤ 0,012 g wurden über Western Blots auch auf Protein-Ebene 
untersucht (Abb. 3-17, 3-18). Dabei wurde in den BLM Melanomzellen für eNOS eine 
Reduktion der Proteinexpression von 21,4% gemessen und für iNOS eine 
Verringerung um 34,5% ermittelt, was den mRNA-Daten entspricht. Für die 1F6 
Melanomzellen wurde eine Reduktion der Proteinexpression um 23,7% für eNOS 
und um 25,5% für iNOS gefunden (Abb. 3-17, 3-18).  
 
Abb. 3-17: Western Blot zur Bestimmung der eNOS Expression in 1F6 Melanomzellen und 
BLM Melanomzellen nach 24 h bei ≤ 0,012 g und bei 1 g. Abbildung eines Western Blots zur 
Untersuchung der Proteinexpression von eNOS in der membranären Fraktion von 0,033x10
6
 BLM 
Melanomzellen oder 0,066x10
6
 1F6 Melanomzellen in simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g) und 
entsprechenden Kontrollen bei 1 g. Als Ladungskontrolle wurde β-Aktin bestimmt. 
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Abb. 3-18: Western Blot zur Bestimmung der iNOS Expression in BLM Melanomzellen und 1F6 
Melanomzellen nach 24 h bei ≤ 0,012 g und bei 1 g. Abbildung eines Western Blots zur 
Untersuchung der Proteinexpression von iNOS in den zytosolischen Fraktionen von 0,033x10
6
 BLM 
Melanomzellen oder 0,066x10
6
 1F6 Melanomzellen in simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g) und 
entsprechenden Kontrollen bei 1 g. Als Ladungskontrolle wurde β-Aktin bestimmt. 
Für die mRNA-Expression der nNOS wurden mit beiden getesteten Primerassays 
(Qiagen RT² und QuantiTect) in den 1F6 und den BLM Melanomzellen nur Ct-Werte 
≥35 detektiert. Die hohen Ct-Werte deuten auf ein sehr geringes Expressionsniveau 
in den untersuchten Zelllinien hin. Dieser Befund könnte darauf zurückzuführen sein, 
dass das humane nNOS-Gen mindestens 124 „Single Nucleotide Polymorphisms“ 
(SNP) in der Promotorregion enthält (Li et al. 2007), welche die Transkription von 
nNOS signifikant reduzieren können (Saur et al. 2004). Zudem wird die Sequenz der 
in dieser Arbeit verwendeten nNOS-Primer von der Firma Qiagen nicht zur 
Verfügung gestellt, weswegen eine geringe Spezifität dieser Primer nicht 
ausgeschlossen werden kann. 
3.2.3. Expression der hoch-selektiven cGMP-Transporter MRP4/5 in 
Melanomzellen 
Multidrug-Resistenz Proteine gehören zur C-Subfamilie der ABC-
Transportersuperfamilie, die unter Hydrolyse von ATP Ihre Liganden gegen den 
Konzentrationsgradienten durch die Zellmembran transportierten (Linton 2007). Für 
die vorliegende Arbeit erfolgte die Bestimmung der Expressionslevel der hoch-
selektiven cGMP-Transporter MRP4 und MRP5, jedoch nicht von MRP8, da dieses 
nicht in Melanomzellen exprimiert wird (Heimerl et al. 2007, Lambers 2009). 
Die Expression von MRP4 und MRP5 wurde in beiden untersuchten 
Melanomzelllinien nach Klinorotationsversuchen gemessen. Die Bestimmung der 
mRNA-Level erfolgte nach 24 h Klinorotation bei ≤ 0,012 g. Zusätzlich wurde die 
Proteinexpression von MRP4 und MRP5 nach 24 h Klinorotation in den BLM und 1F6 
Zellen über Western Blot Analysen untersucht.  
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In den BLM Zellen verringert sich die Expression von MRP4 um 5,7% ± 0,7% nach 
24 h Klinorotation der BLM Melanomzellen nicht signifikant, wohingegen der mRNA-
Level von MRP5 um 18,5% ± 0,4% im Vergleich zu den Kontrollen bei 1 g stärker als 
MRP4 abnimmt (Abb. 3-19). Dagegen sind in den 1F6 Zellen die mRNA-Level von 
MRP4 und MRP5 mit Reduktionen von 34,4% ± 3,2%, respektive 25,3% ±1,5% 
signifikant stärker verringert als in den BLM Zellen (Abb. 3-19). 
 
Abbildung 3-19: mRNA-Expression 
der cGMP-spezifischen Transporter 
MRP4/5 in hoch-metastasierenden 
BLM Melanomzellen und nicht-
metastasierenden 1F6 Melanomzellen 
in simulierter Mikrogravitation. Das 
Diagramm zeigt die Expression der 
MRP4 und MRP5 mRNA in 0,033x10
6
 
hoch-metastasierenden BLM Melanom-
zellen und 0,066x10
6
 1F6 
Melanomzellen nach 24 h in simulierter 
Mikrogravitation bei ≤ 0,012 g. Die 
Ergebnisse setzen sich aus jeweils drei 
Versuchen in Triplikaten zusammen. *p 
≤ 0,05, **p ≤ 0,01. 
 
 
Die Daten zur Proteinexpression von MRP4 und MRP5 in den BLM Melanomzellen 
nach 24 h bei ≤ 0,012 g zeigen Expressionsänderungen ähnlich den mRNA-Daten. 
Wie in den Abb. 3-20 und 3-21 gezeigt, wurde im Western Blot für die 
Proteinexpression von MRP4 eine Reduktion von 14,1% und für MRP5 eine 
Verringerung von 11,7% gefunden. In den 1F6 Melanomzellen konnte im Western 
Blot nach 24 h in simulierter Mikrogravitation eine Verminderung der MRP4 
Expression um 32,5% gemessen werden (Abb. 3-20). Die Western Blot Analysen für 
MRP5 zeigten eine Verringerung der Proteinexpression von 25,9% (Abb. 3-21). Die 
Banden von MRP4 und MRP5 weichen von den Molekulargewichtsangaben des 
Antikörperherstellers (entsprechend 150 kDa bzw. 185 kDa) ab. Ähnliche 
Schwankungen im Molekulargewicht von MRP4 und MRP5 zwischen verschiedenen 
0
-20
-40
0
,0
1
2
g
 i
n
d
u
z
ie
rt
e
 R
e
d
u
k
ti
o
n
 d
e
r
m
R
N
A
-L
e
v
e
l 
[%
 v
o
n
 1
g
 K
o
n
tr
o
lle
n
]
-60 24 h
**
*
1F6BLM
M
R
P
4
M
R
P
5
M
R
P
4
M
R
P
5
Ergebnisse 
81 
 
Zelltypen wurden schon von Juuti-Uusitalo et al. (2012) für die humane, retinale 
Pigmentepithel (RPE) ARPE-19 Zelllinie und unterschiedliche, aus humanen 
embryonalen Stammzellen generierte, RPEs gezeigt. 
 
 
 
Abb. 3-20: Proteinexpression des cGMP-spezifischen Transporters MRP4 in 1F6 
Melanomzellen und BLM Melanomzellen bei simulierter Mikrogravitation und in 
entsprechenden 1 g Kontrollen. Abbildung eines Western Blots zur Expressionsanalyse von MRP4 
auf Proteinebene in den membranären Fraktionen von 0,033x10
6
 BLM Zellen und 0,066x10
6
 1F6 
Zellen nach 24 h simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g) und in den zugehörigen 1 g Kontrollen. 
Als Ladungskontrolle wurde β-Aktin detektiert. 
 
 
 
 
 
Abb. 3-21: Proteinexpression des cGMP-spezifischen Transporters MRP5 in 1F6 
Melanomzellen und BLM Melanomzellen bei simulierter Mikrogravitation und in 
entsprechenden 1 g Kontrollen. Abbildung eines Western Blots zur Expressionsanalyse von MRP4 
und MRP5 auf Proteinebene in der membranären Fraktion von 0,033x10
6
 BLM Zellen und 0,066x10
6
 
1F6 Zellen nach 24 h simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g) und in den zugehörigen 1 g 
Kontrollen. Als Ladungskontrolle wurde β-Aktin detektiert. 
3.2.4. Expression von Proteinkinase G, Phosphodiesterasen und 
Tyrosinase 
Zusätzlich zu den Expressionsanalysen von pGC, sGC, e/iNOS und MRP4/5 wurde 
die mRNA-Expression weiterer Mitglieder der cGMP-Signaltransduktionskette in 
simulierter Mikrogravitation untersucht. Die meisten der physiologischen Effekte von 
cGMP vermitteln die PKGI und PKGII Isoformen. Da die in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Zelllinien die PKGI exprimieren, wurde deren Expression auf mRNA-
Level bestimmt. Die mRNA-Expression der PKGII konnte nur auf sehr geringem 
Niveau (Ct-Wert 33-34) gemessen werden. 
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Der Abbau von cGMP erfolgt über Phosphodiesterasen, wobei hier in beiden 
Zelllinien die cGMP-spezifische PDE5A untersucht wurde. In der pigmentierten 1F6 
Zelllinie wurde zudem die Tyrosinase als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym bei 
der Melanogenese untersucht. Die Quantifizierung der mRNA-Level erfolgte nach 24 
h Klinorotation bei ≤ 0,012 g. 
Wie in Abb. 3-22 dargestellt wurde in den BLM Melanomzellen eine signifikante 
Reduktion der mRNA-Expression von PKGI um 27,0% ± 2,8% festgestellt. Die 
mRNA-Level der PDE5A reduzierten sich nach 24 h Klinorotation mit 16,2% ± 3,4% 
ebenfalls signifikant, jedoch deutlich geringer. 
Die Daten für die 1F6 Melanomzelllinie zeigen eine nicht signifikante Verringerung 
der mRNA-Expression von PKGI um 6,9% ± 3,7%. Dagegen sind die mRNA-Level 
von PDE5A (11,6% ± 3,4%) und der Tyrosinase (15,5% ± 1,8%) signifikant reduziert. 
 
Abbildung 3-22: Expression der PKGI 
und der PDE5A mRNA in hoch-
metastasierenden BLM Melanom-
zellen und der PKGI, der PDE5A und 
der Tyrosinase mRNA in nicht-
metastasierenden 1F6 Zellen  nach 
24 h in simulierter Mikrogravitation. 
Das Diagramm zeigt die reduzierten 
mRNA-Level von PKGI und PDE5A in 
0,033x10
6
 hoch-metastasierenden BLM 
Melanomzellen, sowie die reduzierten 
mRNA-Level von PKGI, PDE5A und Tyr 
von 0,066x10
6
 nicht-metastasierenden 
1F6 Zellen nach 24 h simulierter 
Mikrogravitation im Vergleich zu 1 g 
Kontrollen. Die Ergebnisse stammen 
aus jeweils drei Versuchen in 
Triplikaten. *p ≤ 0,05 gegen 1 g 
Kontrollen. 
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3.2.5. Einfluss der sGC auf die Expression von MRP4/5, GC-A/B, 
sowie von eNOS und iNOS in simulierter Mikrogravitation 
Die Expression einer funktionellen sGC, die aus α1- und β1-Untereinheiten besteht, 
spielt bei der Vermittlung hypergravitationsinduzierter Expressionsänderungen in der 
NOS-sGC-cGMP-MRP4/5-Signaltransduktionskette eine zentrale Rolle. Daher 
erfolgte die Untersuchung der Rolle der funktionellen sGC für die 
mikrogravitationsinduzierten Effekte auf diesen Signaltransduktionsweg. Die 
Inhibition der Genexpression der sGCβ1-Untereinheit wurde auf mRNA- und 
Proteinlevel überprüft. 
Zwischen den beiden untersuchten Zelllinien BLM und 1F6 wurden Unterschiede in 
den mikrogravitationsinduzierten Expressionsänderungen der hoch-selektiven cGMP-
Transporter MRP4 und MRP5 gefunden. Zur Untersuchung, ob diese Unterschiede 
auf das Fehlen der sGCβ1-Untereinheit in BLM Zellen zurückzuführen sind, wurde die 
Expression von MRP4 und MRP5 in den 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen nach 24 h 
Klinorotation gemessen. Da die Expression von sGCβ1 in 1F6 Zellen auch eine 
Voraussetzung für die hypergravitationsinduzierte Beeinflussung der eNOS-sGC-
cGMP-Signaltransduktionskette darstellt, wurden auch die mRNA-Level von eNOS 
und iNOS bestimmt. Zusätzlich wurden die Veränderungen der GC-A und GC-B 
mRNA gemessen, da dort die stärkste Reduktion in 1F6 Zellen nach 24 h in 
simulierter Mikrogravitation gefunden wurden. 
3.2.5.1. Nachweis der Expressionshemmung der sGCβ1-
Untereinheit mittels RNA-Interferenz in 1F6 Melanomzellen 
Die Transfektion der 1F6 Zellen mit der siRNA gegen die sGCβ1-Untereinheit wurde 
wie im Abschnitt 2.2.3.4. beschrieben durchgeführt. Nach jedem 
Klinorotationsexperiment wurde die Reduktion der sGCβ1-Expression auf mRNA-
Ebene überprüft. Als Kontrolle dienten 1F6 Melanomzellen, die mit einer „non-
targeting“-siRNA transfiziert wurden, sowie 1F6 Melanomzellen, welche nur mit dem 
Transfektionsmedium in Anwesenheit des Transfektionsreagenz inkubiert wurden. 
Zudem wurde die erfolgreiche Expressionshemmung der sGCβ1-Untereinheit 
stichprobenartig im Western Blot auf Protein-Ebene kontrolliert. 
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Abbildung 3-23: Hemmung der 
sGCβ1-Expression durch die 
Transfektion durch RNA-
Interferenz. Darstellung der 
sGCβ1-Expressionshemmung nach 
der Transfektion von 0,1x10
6
 1F6-
siRNA-sGCβ1 Zellen im Vergleich 
zu 1F6-siRNA-non-target 
Kontrollen und 1F6 Zellen nur in 
Anwesenheit des Transfektions-
reagenz (Dharmafect). Die 
Ergebnisse setzen sich aus drei bis 
sechs Versuchen in Triplikaten 
zusammen. 
Wie in Abb. 3-23 zu sehen wird die mRNA-Expression der sGCβ1-Untereinheit durch 
die Transfektion von 1F6 Melanomzellen mit siRNA-sGCβ1 um 72,4% ± 1,9% 
reduziert. Dagegen führte die Transfektion mit siRNA-non-target oder die Inkubation 
alleine mit dem Transfektionsreagenz zu keiner signifikanten Änderung der sGCβ1 
mRNA-Level. Die stichprobenartige Überprüfung der sGCβ1-Expressionshemmung 
auf Proteinebene mittels Western Blot-Analyse (Abb. 3-24) ergab eine Reduktion um 
bis zu 57,4%. 
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Abb. 3-24: Proteinexpressionsanalyse der sGCβ1-Untereinheit in normalen 1F6 Zellen, mit 1F6-
siRNA-non-target Zellen und mit 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen. Abbildung eines Western Blots zum 
Nachweis der Hemmung der sGCβ1-Expression auf Proteinebene in der zytosolischen Fraktion von 
0,033 x 10
6
 Zellen. Die Ladungskontrolle erfolgte über β-Aktin. 
3.2.5.2. Expression von MRP4/5, GC-A/B, sowie von eNOS und 
iNOS in 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen in simulierter 
Mikrogravitation 
Die Expressionshemmung der sGCβ1-Untereinheit führt, verglichen mit nicht-
transfizierten 1F6 Zellen in simulierter Mikrogravitation, zu einer signifikanten 
Abnahme der mRNA-Reduktion von MRP4 auf 13,8% ± 2% und von MRP5 auf 
17,7% ± 2,2% (Abb. 3-25). Damit liegt die Reduktion der MRP5 mRNA-Level in den 
1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen auf einem ähnlichen Niveau wie in BLM Melanomzellen, 
welche die sGCβ1-Untereinheit nicht exprimieren. 
Die mRNA-Level von eNOS und iNOS in den 1F6-siRNA-sGCβ1 Melanomzellen 
wurden durch Klinorotation um 29,3% ± 0,6%, respektive 17,4% ± 1,3%, reduziert. 
Für GC-A und GC-B wurde eine Verringerung der mRNA-Level von 44,2% ± 1,6%, 
entsprechend 42,2% ± 3,7% ermittelt (Abb. 3-25). Diese Reduktionen der mRNA-
Expressionen unterscheiden sich nicht signifikant von den Daten für klinorotierte 
nicht-transfizierte 1F6 Melanomzellen. 
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Abbildung 3-25: Darstellung der reduzierten mRNA-Expression von MRP4/5, GC-A/B, eNOS 
und iNOS in 1F6-siRNA-sGCβ1 Melanomzellen nach simulierter Mikrogravitation. Das 
Diagramm zeigt die Expression der MRP4, MRP5, GC-A, GC-B, eNOS und iNOS mRNA in 
0,033x10
6
 1F6-siRNA-sGCβ1 nach 24 h in simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g). Die Ergebnisse 
setzen sich aus jeweils drei Versuchen in Triplikaten zusammen. *p ≤ 0,05 verglichen mit 
korrespondierenden, nicht-transfizierten 1F6 Melanomzellen bei ≤ 0,012 g. 
3.3. Untersuchung der Motilität hoch-metastasierender BLM Zellen 
in simulierter Mikrogravitation 
Die hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen zeigten in simulierter 
Mikrogravitation eine stark reduzierte Expression der GC-A (Abb. 3.2.1.1.), die mit 
dem Metastasierungspotential in Verbindung steht. Daher wurde, als Parameter des 
Metastasierungspotentials, die Motilität dieser Zelllinie in simulierter Mikrogravitation 
mittels eines Wundheilungsassays untersucht. Bei einer Versuchsdauer von 24 h 
wurden die Wundflächen von den BLM Melanomzellen vollständig geschlossen, 
wodurch kein Vergleich zwischen Proben und Kontrollen mehr möglich war. Deshalb 
wurden die Motilitätsuntersuchungen nach einer Klinorotationsdauer von 6 h bei ≤ 
0,012 g untersucht, was mit der signifikanten Reduktion der GC-A mRNA-Level in 
den BLM Zellen korreliert (Abb. 3-10). 
Wie in Abb. 3-26 dargestellt wurde die verbleibende Wundfläche in den 
zusammengefügten Bilddateien in der Zeiss AxioVision Software markiert und der 
Flächeninhalt berechnet. Dabei zeigte sich, dass die klinorotierten BLM 
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Melanomzellen die Fläche der Wunde in signifikant geringerem Maße verkleinerten 
als ihre jeweiligen 1 g Kontrollen. Bei den BLM Melanomzellen in simulierter 
Mikrogravitation betrug die Fläche nach 6 h Klinorotation 119,0% ± 3,1% der 
entsprechenden 1 g Kontrollen (Abb. 3-26). 
A 
 
    
B 
 
  
C 
 
  
Abbildung 3-26: Analyse der Motilität 
hoch-metastasierender BLM Zellen in 
simulierter Mikrogravitation. Die Abbildung 
zeigt repräsentative Ausschnitte der Wunde 
des Wundheilungsassays mit hoch-
metastasierenden BLM Melanomzellen nach 
6 h Klinorotation (A) und der entsprechenden 
Kontrolle nach 6 h bei 1 g (B). Das 
Balkendiagramm zeigt relative Flächen-
vergleiche der Wunde des 
Wundheilungsassays von BLM Melanom-
zellen nach 6 h in simulierter Mikrogravitation 
(µg ≤ 0,012 g) mit den jeweiligen 1 g 
Kontrollen (C). Die Ergebnisse setzen sich 
aus jeweils drei Versuchen in Triplikaten 
zusammen. *p ≤ 0,05. 
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3.4. Charakterisierung der Zellproliferation 
Da Mikrogravitation die Proliferationsraten von humanen Karzinomzellen reduzieren 
kann (Vassy et al. 2001; Takeda et al. 2009), wurde die Proliferation der hoch-
metastasierenden BLM Melanomzelllinie in simulierter Mikrogravitation untersucht. 
Die Daten wurden mit entsprechenden 1 g Kontrollen verglichen. 
3.4.1. Proliferationsanalyse von hoch-metastasierenden BLM Zellen 
in simulierter Mikrogravitation 
Zur Messung möglicher Veränderungen der Proliferation in hoch-metastasierenden 
BLM Melanomzellen durch den Einfluss von simulierter Mikrogravitation im Bereich ≤ 
0,012 g wurden Proliferationsanalysen mittels BrdU-Assays durchgeführt. Für die 
Analyse wurden die Zellen wie in Kapitel 2.2.6. beschrieben durchflusszytometrisch 
untersucht. 
Wie in Abb. 3-27 dargestellt, wurden für die hoch-metastasierenden BLM 
Melanomzellen nach einer BrdU-Inkubation von 2 h und eine Klinorotationsdauer von 
6 h ausgeprägte Peaks in der markierten S-Phase gefunden. Diese ausgeprägten 
Peaks wurden auch in den entsprechenden 1 g Kontrollen gemessen. 
A 
 
 B 
 
 
Abbildung 3-27: BrdU-Proliferationsanalyse in hoch-metastasierenden BLM 
Melanomzellen nach 6 h Klinorotation und bei 1 g. Gezeigt werden repräsentative 
Histogramme von BLM Melanomzellen bei 1 g (A) und nach 6 h in simulierter Mikrogravitation(µg 
≤ 0,012 g) (B). Der markierte Peak zeigt die Zellen in der S-Phase. 
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Von den klinorotierten Proben befanden sich 73,6% ± 3,8% in der S-Phase, in den 
zugehörigen 1 g Kontrollen lag der entsprechende Anteil bei 75,5% ± 3,5%. Es 
wurden also keine signifikanten Unterschiede in der Proliferationsrate zwischen 
klinorotierten BLM Zellen und den 1 g Kontrollen gefunden (Abb. 3-28). 
 
Abbildung 3-28: BrdU-Proliferations-
analyse in hoch-metastasierenden BLM 
Melanomzellen nach 6 h Klinorotation 
und bei 1 g. Das Diagramm zeigt den 
Anteil der sich in der S-Phase befindlichen 
BLM Melanomzellen nach 6 h in 
simulierter Mikrogravitation (µg ≤ 0,012 g) 
und entsprechende Kontrollen bei 1 g. Die 
Ergebnisse setzen sich aus drei 
Versuchen in Triplikaten zusammen. 
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4. Diskussion 
Humane epidermale Melanozyten sind permanent externen mechanischen Reizen 
ausgesetzt, die sie über intrazelluläre Signaltransduktionsketten prozessieren. Um 
den Einfluss simulierter Mikrogravitation auf die Expression von Komponenten des 
pGC/sGC-cGMP-Signalwegs in humanen Melanomzellen zu untersuchen, wurde ein 
schnelldrehender Klinostat für Experimente mit adhärenten Zellen in 
Objektträgerflaschen adaptiert. Dabei wurden die stärksten 
mikrogravitationsinduzierten Expressionsreduktionen nach 24 h im Bereich ≤ 0,012 g 
für GC-B und GC-A, die mit dem Metastasierungspotential von Melanomzellen 
assoziiert ist, gefunden. Darüber hinaus wurde in den hoch-metastasierenden BLM 
Melanomzellen, im Unterschied zu den nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen, 
die maximale Reduktion der GC-A/GC-B mRNA-Level bereits nach 6 h Klinorotation 
erreicht. Diese Ergebnisse korrelieren mit der verminderten Migration der 
klinorotierten hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen. Des Weiteren konnte 
gezeigt werden, dass in simulierter Mikrogravitation die Expression der iNOS, deren 
konstitutive Expression mit einer ungünstigen Prognose für Melanompatienten 
verbunden ist, stärker in den hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen als in den 
nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen reduziert wird. Im Gegensatz dazu ist in 
den 1F6 Zellen die Expression der eNOS unter den untersuchten 
Mikrogravitationsbedingungen stärker reduziert als in den hoch-metastasierenden 
BLM Melanomzellen. In den 1F6 Zellen (exprimieren sGCα1- und sGCβ1-
Untereinheiten) konnte, im Vergleich zu den hoch-metastasierenden BLM 
Melanomzellen (fehlende Expression der sGCβ1-Untereinheit), eine stärkere 
Reduktion der MRP4/MRP5 Expression nachgewiesen werden. Dieser Effekt wurde 
durch die Expressionshemmung der sGCβ1-Untereinheit mittels siRNA in den 1F6 
Zellen teilweise aufgehoben. Demnach scheint die sGC eine partielle Rolle für die 
mikrogravitationsinduzierte Abnahme der MRP4/5 Expression zu spielen. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass simulierte Mikrogravitation einen modulierenden Einfluss 
auf die Expression der untersuchten Komponenten der pGC/sGC-cGMP-
Signaltransduktionskette in humanen Melanomzellen hat. 
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4.1. Vorteile des modifizierten schnelldrehenden Klinostaten für 
Experimente mit adhärenten Zellen in simulierter 
Mikrogravitation 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein schnelldrehender Klinostaten für 
Experimente mit adhärenten Zellen in simulierter Mikrogravitation adaptiert. 
Schnelldrehende Klinostaten, die bisher vor allem zur Untersuchung von 
Einzelzellsuspensionen eingesetzt wurden, weisen gegenüber anderen Anlagen für 
Experimente in (simulierter) Mikrogravitation Vorteile auf. So ist durch zahlreiche 
Studien belegt, dass Experimente auf schnelldrehenden Klinostaten mit 
verschiedenen biologischen Modellsystemen zu ähnlichen Ergebnissen führen wie 
entsprechende Weltraumexperimente (Hemmersbach et al. 2006, Brungs et al. 2011, 
Thiel et al. 2012). Auf Grund dieser Ergebnisse wurde der Terminus „simulierte 
Mikrogravitation“ eingeführt (Herranz et al. 2013). Dabei ermöglichen 
schnelldrehende Klinostaten Langzeituntersuchungen von Proben in simulierter 
Mikrogravitation auf der Erde, wohingegen es nur begrenzten Zugang zu 
Experimentalanlagen für Langzeitstudien im Weltraum (z.B. auf der ISS) gibt und 
dieser mit hohen Kosten verbunden ist. Daher bilden erdgebundene Experimente auf 
Bodensimulationsanlagen für Mikrogravitation eine notwendige Basis für zukünftige 
Experimente, die im Weltraum durchgeführt werden sollen. 
Um den Einfluss unterschiedlicher Gravitationsbereiche (≤ 0,012 g, ≤ 0,024 g, ≤ 0,36 
g) auf die Genexpression zu untersuchen, wurden zur Ernte der adhärenten 
Melanomzellen entsprechende Objektträgerhalter entwickelt. Am Beispiel der GC-A 
Expression konnte nach 24 h Klinorotation die stärkste Reduktion der GC-A mRNA-
Level in den Zellen aus dem Bereich ≤ 0,012 g (etwa 48%) gefunden wurden. Des 
Weiteren enthalten die in den Bereichen ≤ 0,024 g (etwa 26% reduzierte mRNA-
Level), geernteten Zellen zu ca. 50% Zellen aus dem Bereich der höchsten 
Veränderungen (≤ 0,012 g) und die Zellen aus dem Bereich ≤ 0,036 g (etwa 6% 
reduzierte mRNA-Level) stammen rund 33% Zellen aus dem Bereich ≤ 0,012 g. 
Somit deuten die Ergebnisse auf einen Schwellenwert der Gravisensitivität der 
untersuchten Melanomzellen zwischen ≤ 0,012 g und ≤ 0,024 g hin. Dieser Befund 
betont die Notwendigkeit der sorgfältigen Auswahl der zu untersuchenden 
Gravitationsbereiche auf das zu analysierende Zellsystem, um eine hohe Qualität der 
Experimente in simulierter Mikrogravitation zu gewährleisten.  
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Unter den etablierten Experimentalbedinungen konnten keine morphologischen 
Veränderungen, insbesondere keine ansteigende Zahl abgerundeter Zellen nach 24 
h Klinorotation beobachtet werden. Dagegen wurde bei Verwendung einer „Random 
Positioning Machine“ zur Simulation von Mikrogravitation für Experimente mit 
Schilddrüsenkarzinomzellen (Kossmehl et al. 2003; Infanger et al. 2006) oder 
Endothelzellen (Infanger et al. 2004; Ulbrich et al. 2008) nach verschiedenen 
Expositionszeiten bis zu 24 h von Apoptose und morphologischen Veränderungen 
der Zellen berichtet. 
Eine weitere Alternative zur Durchführung von Experimenten in simulierter 
Mikrogravitation wäre die Verwendung eines Küvettenklinostaten oder des „Rotating 
Wall Vessels“ Bioreaktors der NASA, die für Suspensionskulturen adhärenter Zellen 
mittels Mikroträgern eingesetzt werden können. In diesem Zusammenhang zeigten 
Smit et al. (1989), dass humane, epidermale Melanozyten auf Kollagen-
beschichteten Mikroträgern (Cytodex™ 3), jedoch nicht auf Glas- oder 
Gelatinemikroträgern, kultiviert werden können. Dennoch wurde diese Alternative aus 
mehreren Gründen nicht weiter verfolgt. So kommt es in Mikroträgerkulturen mit 
geringen auftretenden Scherkräften zur Bildung von Mikroträgeraggregaten (Clejan 
et al. 1996, Muhitch et al, 2000). Dabei ist die Aggregationsrate der Mikroträger 
höher, je geringer die auftretenden Scherkräfte in der Suspension sind (Goodwin et 
al. 1993). Daher ist auch für Suspensionskulturen in Küvettenklinostaten mit der 
Bildung und der Sedimentation solcher Aggregate zu rechnen. Im Gegensatz zu 
Kollagen-beschichteten Mikroträgern, von denen die Zellen enzymatisch abgelöst 
werden müssen (Cytodex™ Surface Microcarriers, Cell Culture and Processing, Data 
File 18-1060-61 AG, GE Healthcare Life Sciences), kann mittels der 
Objekträgerhalter, die für die vorliegende Arbeit entwickelt wurden, eine schnelle 
Ernte und Analyse der Zellen erfolgen. Darüber hinaus können durch die 
Verwendung der Objektträgerflaschen nicht nur Genexpressionsanalyen, sondern 
auch zellphysiologische Untersuchungen durchgeführt werden, wie beispielsweise 
die Messung der Zellmotilität in simulierter Mikrogravitation. 
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4.2. Reduzierte Expression der membrangebundenen 
Guanylylzyklasen A und B in simulierter Mikrogravitation 
Mit den etablierten Experimentalbedingungen zur Klinorotation adhärenter 
Melanomzellen wurde die Expression von Komponenten des cGMP-
Signaltransduktionsweges in simulierter Mikrogravitation untersucht. Dabei wurden 
die stärksten mikrogravitationsinduzierten Expressionsreduktionen nach 24 h bei ≤ 
0,012 g für GC-A und GC-B gemessen. Die Reduktion der mRNA-Level von GC-A, 
die mit dem Metastasierungspotential von Melanomzellen assoziiert ist (Ivanova et al. 
2001, Kong et al. 2008), und von GC-B wurden sowohl in den hoch-
metastasierenden BLM Zellen (ca. 44% bzw. ca. 46%), als auch in den nicht-
metastasierenden 1F6 Zellen (ca. 52% und ca. 50%) im Vergleich zu 1 g Kontrollen, 
gefunden. Jedoch waren die GC-A und GC-B mRNA-Level in den hoch-
metastasierenden BLM – im Gegensatz zu den nicht-metastasierenden 1F6 Zellen – 
bereits nach 6 h in simulierter Mikrogravitation signifikant reduziert. Des Weiteren 
konnte die Expressionsreduktion für GC-A und GC-B nach 24 h bei ≤ 0,012 g in 
beiden Zelllinien auch auf Proteinebene bestätigt werden. Die starke 
mikrogravitationsinduzierte Expressionsreduktion der GC-A in den hoch-
metatasierenden BLM Melanomzellen könnte auf ein vermindertes 
Metastasierungspotential in simulierter Mikrogravitation hinweisen. 
Darüber hinaus ist die mikrogravitationsinduzierte Expressionsreduktion von GC-A 
und GC-B im Vergleich zu früheren Hypergravitationsstudien interessant, da sowohl 
in den 1F6 Melanomzellen, als auch in den BLM Melanomzellen keine durch 
Hypergravitation (5 g für 24 h) induzierte Änderung der GC-A/GC-B mRNA-
Expression gemessen  wurde (Tsiockas 2012). Somit könnten diese Befunde auf 
unterschiedliche Modulationsmechanismen der mikrogravitations- und 
hypergravitationsinduzierten Einflüsse auf die pGC-cGMP-Signaltransduktionskette 
hinweisen. 
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4.3. Einfluss simulierter Mikrogravitation auf die Expression 
weiterer am cGMP-Signaltransduktionsweg beteiligter Gene 
Zur Untersuchung des Einflusses simulierter Mikrogravitation (24 h bei ≤0,012 g) auf 
weitere Komponenten des cGMP-Signaltransduktionsweges wurden 
Expressionsanalysen in Melanomzelllinien mit unterschiedlichem 
Metastasierunspotential durchgeführt. In den den klinorotierten hoch-
metastasierenden BLM Melanomzellen wurde für iNOS  eine stärkere Reduktion der 
mRNA-Expression (etwa 33%) als in den klinorotierten nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen (ca. 18%) im Vergleich zu 1 g Kontrollen, gemessen. Dabei ist 
konstitutive Expression der iNOS ist mit einer ungünstigen Prognose für 
Melanompatienten verbunden (Ekmekcioglu et al. 2000), da iNOS an der 
Apoptoseresistenz humaner Melanomzellen beteiligt ist und die Wirkung des 
Chemotherapeutikums Cisplatin abschwächt (Grimm et al., 2008, Godoy et al. 2012). 
Daher könnten die Ergebnisse dieser Arbeit auf ein verringertes 
Metastasierungspotentials der hoch-metastasierenden BLM Zellen unter den 
untersuchten Mikrogravitationsbedingungen hinweisen.  
Im Gegensatz zu den Ergebnissen für die iNOS mRNA-Expression wurde die mRNA-
Expression der eNOS in den klinorotierten nicht-metastasierenden 1F6 
Melanomzellen (ca. 30%) stärker als in den klinorotieren hoch-metastasierenden 
BLM Melanomzellen (ca. 24%) im Vergleich zu 1 g Kontrollen reduziert. Darüber 
hinaus konnte eine Abnahme der eNOS/iNOS Expression in simulierter 
Mikrogravitation für beide Melanomzelllinien über Western Blot Analysen auf dem 
Proteinlevel bestätigt werden. Im Gegensatz zu der mikrogravitationsinduzierten  
Abnahme der eNOS-Expression nach 24 h bei ≤ 0,012 g in 1F6 Melanomzellen 
wurden unter Hypergravitationsbedingungen (24 h bei 5 g) in diesen Zellen, eine um 
ca. 30% erhöhte mRNA-Expression der eNOS gemessen (Tsiockas 2012). Eine 
erhöhte mRNA-Expression der eNOS in humanen retinalen mikrovaskulären 
Endothelzellen wurde auch unter „Shear Stress“-Bedingungen festgestellt 
(Ishibizawa et al. 2011). Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine inverse 
Modulation der eNOS-Expression in Hyper- und Mikrogravitation hin. 
Weitere Hinweise auf eine inverse Modulation durch Mikrogravitation und 
Hypergravitation wurden in den pigmentierten 1F6 Melanomzellen auch für die 
Expression der Tyrosinase, die den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der 
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Melanogenese katalysiert, gefunden. Während die mRNA-Expression der Tyrosinase 
in den 1F6 Zellen unter den untersuchten Mikrogravitationsbedingungen (24 h bei 
≤0,012 g) signifikant um ca. 16% reduziert wurde, induzierten 
Hypergravitationsbedingungen (24 h bei 5 g) erhöhte Tyrosinase mRNA-Level 
(Tsiockas 2012). Demnach könnten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine 
reduzierte Pigmentierung der 1F6 Zellen in simulierter Mikrogravitation hinweisen. 
Nicht zuletzt wurde in den klinorotierten 1F6 Melanomzellen auch eine verminderte 
mRNA-Expression der sGCα1- und sGCβ1-Untereinheiten gemessen (entsprechend 
ca. 35% und ca. 22%). Dieser Befund könnte auf eine Rolle der sGC für die 
Vermittlung der mikrogravitationsinduzierten Effekte auf die Expression der 
untersuchten Komponenten der cGMP-Signaltranduktionskette hinweisen. 
Weiter wurde die Expression der hoch-selektiven cGMP-Transporter MRP4 und 
MRP5 für beide Melanomzelllinien in simulierter Mikrogravitation (24 h bei ≤0,012 g) 
untersucht. Unter diesen Mikrogravitationsbedingungen wurde in den 1F6 
Melanomzellen, die eine funktionelle sGC exprimieren, eine mRNA-Reduktion für 
MRP4 von ca. 34% und MRP5 von ca. 25% im Vergleich zu 1 g Kontrollen 
gemessen. Dagegen wurde in den klinorotierten BLM Melanomzellen (fehlende 
Expression der sGCβ1-Untereinheit) keine signifikante Abnahme der MRP4 mRNA-
Level und eine Abnahme der MRP5 mRNA-Level um 19% im Vergleich zu 1 g 
Kontrollen festgestellt. Diese Ergebnisse konnten auf Proteinebene mittels Western 
Blot Analysen bestätigt werden. Die mikrogravitationsinduzierte Modulation der 
MRP4 und MRP5 mRNA-Expression in den 1F6 Melanomzellen konnte über die 
Expressionshemmung der sGCβ1-Untereinheit mittels siRNA partiell aufgehoben 
werden. So wurde für die klinorotierten 1F6-siRNA-sGCβ1 Zellen eine geringere 
Abnahme der MRP4 und MRP5 mRNA-Level (ca. 14% und ca. 18%) als für die nicht-
transfizierten 1F6 Zellen gemessen, wobei die mRNA-Expression für MRP5 das 
entsprechende Niveau in den klinorotierten BLM Zellen erreicht. Demnach scheint 
die mikrogravitationsinduzierte Expressionsreduktion der Multidrug-Resistenz 
Proteine MRP4 und MRP5 zumindest teilweise von einer funktionellen sGC abhängig 
zu sein. 
Zusätzlich wurde der Einfluss simulierter Mikrogravitation (24 h bei ≤0,012 g) auf die 
mRNA-Expression weiterer cGMP-Effektorproteine in den hoch-metastasierenden 
BLM Zellen und den nicht-metastasierenden 1F6 Zellen untersucht. Diese cGMP-
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Effektorproteine umfassen die cGMP-abhängige PKG, welche die meisten 
physiologischen Effekte von cGMP vermittelt, sowie die cGMP-spezifische PDE5A, 
die am Abbau der intrazellulären cGMP-Konzentrationen beteiligt ist. In den 
untersuchten Melanomzelllinien konnte in der vorliegenden Arbeit nur die mRNA-
Expression der PKGI-Isoform nachgewiesen werden. In den hoch-metastasierenden 
BLM Melanomzellen wurde in simulierter Mikrogravitation eine Reduktion für die 
PKGI mRNA-Level um etwa 27,0% im Vergleich zu 1 g Kontrollen gemessen, 
während in den nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen keine signifikanten 
Veränderungen festgestellt wurden. Möglicherweise deutet dies auf einen, im 
Vergleich zu 1F6 Zellen, geringeren Einfluss simulierter Mikrogravitation auf die 
Expression der PKGI für den cGMP-Signaltransduktionsweg in BLM Melanomzellen 
hin. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass simulierte Mikrogravitation (24 h 
bei ≤ 0,012 g) in humanen Melanomzellen die Expression der untersuchten 
Komponenten der pGC/sGC-cGMP-Signaltansduktionskette beeinflusst. Dabei wurde 
für die nicht-metastasierenden 1F6 Zellen eine mikrogravitationsinduzierte 
Expressionsreduktion der Gene des eNOS-sGC-MRP4/5-Signaltransduktionsweges 
nachgewiesen, was im Vergleich zu Langzeithypergravitation (24 h bei 5 g) (Lambers 
2009, Tsiockas 2012) eine inverse Modulation der Genexpression darstellt. Dagegen 
wurden in den klinorotierten hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen vorwiegend 
eine Expressionsreduktion der iNOS, die zusätzlich zu GC-A, mit der Malignität von 
Melanomen assoziiert wird, gemessen. Diese Befunde könnten auf ein reduziertes 
Metastasierungspotential der hoch-metastasierenden BLM Zellen in Mikrogravitation 
hinweisen. 
4.4. Wundheilungsassay 
Es konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Aktivität der partikulären 
Guanylylzyklasen mit dem Metastasierungspotential von Melanomzellen in 
Verbindung steht (Ivanova et al., 2001) und die Inhibition der GC-A Expression in 
murinen Melanomzellen zu einem reduzierten Metastasierungspotential führt (Kong 
et al., 2008). Daher könnte die starke mikrogravitationsinduzierte 
Expressionsreduktion der GC-A auf ein vermindertes Metastasierungspotential der 
hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen in simulierter Mikrogravitation 
hinweisen. Aus diesem Grunde wurde die Zellmotilität, ein Parameter des 
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Metastasierungspotentials, von hoch-metastasierenden BLM Zellen in simulierter 
Mikrogravitation gemessen. Zur Messung der Zellmotilität erfolgte die Etablierung 
eines Wundheilungsassays unter Verwendung von Objektträgerflaschen und des 
schnelldrehenden Klinostaten. Es wurde eine Klinorotationsdauer von 6 h gewählt, 
da nach dieser Zeit bereits eine signifikant reduzierte Expression der GC-A mRNA in 
den BLM Zellen nachgewiesen wurde. Unter diesen Versuchsbedingungen konnte 
eine um ca. 20% reduzierte Motilität der klinorotierten BLM Zellen gemessen werden. 
Bei einer Versuchsdauer von 24 h war die Wundfläche der 1 g Kontrollen bereits 
vollständig geschlossen und daher kein Vergleich zwischen Proben und Kontrollen 
möglich. 
Einen Grund für die reduzierte Motilität der BLM-Zellen in simulierter Mikrogravitation 
könnte eine Abnahme der intrazellulären cGMP-Konzentration darstellen, die durch 
eine verringerte Expression der GC-A induziert wird. Die molekularen Mechanismen, 
über welche cGMP die Zellmigration beeinflusst, sind noch nicht ausreichend geklärt. 
Jedoch konnten Guo et al. (2007) mittels der RNAi-Methode zeigen, dass ein 
„Knockdown“ von GC-A die „Platelet-derived growth factor“ (PDGF)-induzierte 
Migration von Fibroblasten über den Rac-cGMP-Signalweg inhibiert und die PDGF-
induzierte Bildung von Lamellipodien unterbindet. Arozarena et al. (2011) diskutieren 
die Bedeutung von cGMP für die Invasion des malignen Melanoms. Die Autoren 
zeigen, dass in Melanomzelllinien, welche die onkogene BRAFV600E-Mutation 
aufweisen, die Expression der cGMP-spezifischen PDE5A reduziert ist, was zu 
erhöhten intrazellulären cGMP-Konzentrationen führt. Die erhöhte cGMP-
Konzentration induziert in Melanomzellen steigende zytosolische Ca2+-Spiegel, 
welche die zelluläre Kontraktilität stimulieren und so die Invasion unterstützten. Ein 
erhöhtes Invasionspotential der 501mel Melanomzelllinie wurde sowohl über die 
Inkubation der Zellen mit membranpermeablen cGMP-Analoga, über die Hemmung 
der PDE5A-Aktivität durch Inhibitoren, als auch über den „Knockdown“ der PDE5A-
Expression mittels RNAi induziert (Arozarena et al. 2011). 
Eine Reduktion der Zellmotilität unter den Bedingungen simulierter Mikrogravitation 
wurde kürzlich auch für die humane Lungenadenokarzinomzelllinie A549 gezeigt. 
Chang et al. (2013) maßen mittels Wundheilungsassays nach 24 h Klinorotation eine 
um ca. 20% reduzierte Motilität von A549 Zellen im Vergleich zu den Kontrollen bei 1 
g. Darüber hinaus zeigten die Zellen unter diesen Bedingungen eine reduzierte 
Expression und gelatinolytische Aktivität der Matrix-Metalloprotease 2, sowie eine 
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verringerte Invasionsrate in „Transwellassays“, weshalb Chang et al. (2013) 
vermuten, dass simulierte Mikrogravitation nicht nur die Zellmigration, sondern auch 
die Invasion in vitro reduziert. 
Die Beobachtung, dass (simulierte) Mikrogravitation die Motilität adhärenter Zellen 
reduzieren kann, wird durch die Ergebnisse von Experimenten auf der ISS 
unterstützt. Meloni et al. (2011) berichten von einer starken Reduktion der Motilität 
einer adhärenten J-111 Monozytenzelllinie in echter Mikrogravitation im Vergleich zu 
1 g Bodenkontrollen und zu Kontrollen in der Zentrifuge an Bord der ISS. Im 
Unterschied zu den 1 g Kontrollen bildeten die J-111 Zellen in Mikrogravitation keine 
Pseudopodien aus. 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich der 
modifizierte schnell-drehende Klinostat zur Durchführung zellphysiologischer Studien 
eignet. Die reduzierte Motilität der hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen in 
simulierter Mikrogravitation könnte, im Kontext der reduzierten Expression von GC-A, 
möglicherweise mit einer verringerten intrazellulären cGMP-Konzentration in 
Verbindung stehen, die eine reduzierte Zellkontraktilität induziert. Dies könnte auf ein 
reduziertes Metastasierungspotential der BLM Zellen in Mikrogravitation hinweisen 
und für die Beurteilung von Krebsrisiken für Astronauten von Bedeutung sein.
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5. Zusammenfassung und Ausblick 
Gravitationsänderungen (Mikrogravitation und Hypergravitation) können die 
Signaltransduktion, Genexpression, Funktion und Proliferation von Zellen 
beeinflussen. Während Hypergravitationsstudien mittels Zentrifugen durchgeführt 
werden können, ist der Zugang zu Experimentalanlagen in Mikrogravitation begrenzt 
(ISS, Biosateliten) oder sie bieten nur kurzeitige Mikrogravitation im Sekunden- oder 
Minutenbereich (Falltürme, Forschungsraketen). Daher wurden schnelldrehende 
Klinostaten als Bodensimulationsanlage zur (Langzeit-)Untersuchung von 
Zellsuspensionen in simulierter Mikrogravitation entwickelt. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde ein schnelldrehender Klinostat für Mikrogravitationsstudien 
von adhärenten Zellen unter Verwendung kommerziell erhältlicher 
Objektträgerflaschen adaptiert. Da die über schnelldrehende Klinostaten simulierte 
Mikrogravitation einen Gradienten aufweist, wurden Objektträgerhalter entwickelt und 
validiert, welche die Ernte von adhärenten Zellen aus genau definierten 
Mikrogravitationsbereichen gewährleisten. Am Beispiel der mRNA-Expression der 
GC-A in der 1F6 Melanomzelllinie konnte gezeigt werden, dass 
Genexpressionsänderungen von den g-Bereichen abhängig sind und die Ergebnisse 
auf einen Schwellenwert für die Gravisensitivität der untersuchten Zellen zwischen 
0,012 g und 0,024 g hinweisen. Daher sollten die g-Bereiche für ein zu 
untersuchendes System sorgfältig gewählt werden. 
In nicht-metastasierenden 1F6 Melanomzellen, nicht jedoch in hoch-
metastasierenden BLM Melanomzellen, führt Langzeithypergravitation zu einem 
erhöhten cGMP-Efflux über eine sGC-abhängige Expressionserhöhung der eNOS-
sGC-cGMP-MRP4/5-Signaltransduktionskette (Ivanova et al. 2004, Lambers 2009, 
Tsiockas 2012). Mit dem für die vorliegende Arbeit adaptierten schnelldrehenden 
Klinostaten wurde der Einfluss von simulierter Mikrogravitation auf die 
Genexpression des e/iNOS-s/pGC-cGMP-MRP4/5-Signaltransduktionsweges in 
adhärenten Melanomzelllinien mit unterschiedlichem Metastasierungspotential 
untersucht. Anders als in Hypergravitation wurden die stärksten 
Expressionsreduktionen in den nicht-metastasierenden 1F6 Zellen und den hoch-
metastasierenden BLM Zellen für GC-A/B gefunden. Dies spricht dafür, dass die 
mikrogravitationsinduzierten Änderungen der cGMP-Signaltransduktionskette – im 
Unterschied zu den sGC-abhängigen, hypergravitationsinduzierten Änderungen – 
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verstärkt über die pGCs vermittelt werden. Weiter zeigte sich, dass 1F6 Zellen in 
simulierter Mikrogravitation die Expression der untersuchten Komponenten des 
eNOS-sGC-cGMP-MRP4/5-Signaltransduktionsweges ebenfalls verringern. Die 
Expressionshemmung der sGCβ1-Untereinheit in den 1F6 Zellen führt zu einer 
partiellen Aufhebung der mikrogravitationsinduzierten Reduktion der MRP4/5 mRNA-
Expression, was auf eine teilweise Abhängigkeit dieser Expressionsänderungen von 
einer funktionellen sGC hindeutet.  
Da GC-A eine Rolle im Metastasierungspotential von Melanomzellen spielt, wurden 
unter Verwendung des Klinostaten die Motilität, ein Parameter des 
Metastasierungspotentials, der hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen in 
simulierter Mikrogravitation gemessen. Im Vergleich zu 1 g Kontrollen wurde mittels 
eines Wundheilungsassays eine um ca. 20% reduzierte Motilität der klinorotierten 
hoch-metastasierenden BLM Zellen ermittelt. Dies könnte auf ein reduziertes 
Metastasierungspotential dieser Zellen in Mikrogravitation hindeuten. 
Zusammenfassend konnte demonstriert werden, dass schnelldrehende Klinostaten 
für die Untersuchung von adhärenten Zellen in simulierter Mikrogravitation geeignet 
sind. Durch den Einsatz des Klinostaten und der Objektträgerhalter zur Zellernte aus 
unterschiedlichen g-Bereichen konnte gezeigt werden, dass simulierte 
Langzeitmikrogravitation, im Gegensatz zu Langzeithypergravitation, eine 
Expressionsreduktion der untersuchten Komponenten der GC-cGMP-
Signaltransduktionskette in Melanomzellen induziert. Die Vermittlung dieser 
Genexpressionsänderungen erfolgt anscheinend eher über die pGCs als über die 
sGC. Die Reduktion der GC-A Expression könnte auch mit der verminderten Motilität 
der klinorotierten hoch-metastasierenden BLM Melanomzellen verbunden sein. Des 
Weiteren könnte die mikrogravitationsinduzierte Abnahme der MRP4- und MRP5-
Expression auf eine veränderte Medikation bei Astronauten im Weltall hindeuten. Die 
vorgestellten Experimentalbedingungen bieten somit die Möglichkeit zur 
Durchführung von Studien mit adhärenten Zellen in simulierter Mikrogravitation, die 
eine wichtige Basis für geplante Weltraumexperimente bilden und für Astronauten 
von Bedeutung sein könnten. 
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